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Uber einige 
physiko-chemische Erscheinungen wihrend der Regeneration. 


III. Mitteilung: 
Uber die Pufferung der Gewebe einer regenerierenden Axolotlextremitat. 


Von 
N. Okuneff. 


(Aus dem Institut fir experimentelle Zoologie und Morphologie der Tiere 
an der Akademie der Wissenschaften, Leningrad.) 


(Eingegangen am 13. Juni 1929.) 
Mit 13 Abbildungen im Text. 


Die von mir vor kurzem beschriebenen' Beobachtungen iiber die 
Vasserstoffionenkonzentration in regenerierenden Extremititen des 
Axolotl konnten zeigen, daB die értliche aktuelle Reaktion im Laufe 
des Regenerationsprozesses sich deutlich andert. Die Erklarung dieser 
Beobachtungen stéB8t aber auf groBe Schwierigkeiten, insofern die 
Bestimmung der aktuellen Reaktion nur dann tiber den Charakter der 
in tierischen Fliissigkeiten und Geweben verlaufenden physiko-che- 
mischen Prozesse Auskunft geben kann, wenn neben der schon vor- 
handenen H-lonenkonzentration auch die Méglichkeit der Ver- 
schiebungen derselben, d. h. die Pufferung gegen Sauren und Alkalien, 
aufgeklart ist (vgl. Moser*). Gibt doch z. B. der normale py-Wert des 
Blutes eines Diabetikers noch keineswegs den Beweis seiner normalen 
physiko-chemischen Konstitution, da bekanntlich neben unkompen- 
sierten auch kompensierte Azidosen bestehen kénnen und bei annahernd 
normaler Wasserstoffionenkonzentration gré8te Verschiebungen des 
Kohlensaurebindungsvermégens beobachtet werden (vgl. Michaelis 
und Davidoff*, Leimdorfer und Markovici*). Ahnliches gilt bekanntlich 








1 N. Okuneff, diese Zeitschr. 195, 421, 1928. 

2? H. Moser, Kolloidchem. Beihefte 25, 69, 1927. 

3 L. Michaelis und W. Davidoff, diese Zeitschr. 46, 431, 1912. 

4 Leimdorfer und Markovici, Zeitschr. f. klin. Med. 78, 389, 1911; 77, 
446, 1913. 
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2 N. Okuneff : 


auch fiir die Schwangerschaft (Hasselbach und Gammeltoft!, Bockelmann 
und Rother?). 


Die vorliegende Arbeit enthalt eine Beschreibung von Versuchen, 
die ich zur Bestimmung der Pufferung der Gewebe der Axolotlextremitat 
wihrend der Regeneration angestellt hatte, um der Erklirung der 
dabei sich abspielenden physiko-chemischen Prozesse etwas naher 
zu kommen. 


Material und Methodik der eigenen Untersuchungen. 


Zu den Versuchen dienten mir 8 bis 12 Monate alte Axolotl. Bei den 
Tieren wurden die Extremitaiten an der Stelle des Handwurzelgelenks 
amputiert und die Pufferung der Gewebe der Regenerationsknospe in 
verschiedenen Zeitintervallen nach der Amputation bestimmt. Zur Be- 
stimmung der Pufferung wurden die abgeschnittenen Regenerationsknospen 
auf analytischen Waagen abgewogen (bis zur vierten Dezimalstelle), wobei 
in fritheren Regenerationsstadien (erster bis vierter Tag) infolge der sehr 
kleinen GréBe der Regenerationsknospe das Gewicht nicht jeder einzelnen 
Regenerationsknospe, sondern von je vier bis sechs bestimmt werden 
konnte. Dann wurde in der abgewogenen Regenerationsknospe (gewéhnlich 
von 1,5 bis 5mg Gewicht) die Wasserstoffionenkonzentration gemessen, 
wobei ich die in dieser Zeitschrift vor kurzem beschriebene Mikro-Chinhydron- 
elektrode* benutzte. Danach fiigte ich zu dem auf der Oberflaiche des 
HCl-Agarpfropfens (im GefaB fiir das Untersuchungsobjekt) sich be- 
findendem Gewebsstiickchen verschiedene Mengen von n/1000 HCl-Lésung 
hinzu. Das Gewebsstiickchen wurde mit Hilfe eines sehr diinnen, am Ende 
mit einem Kiigelchen versehenen Glasstabs zerdriickt, 4 bis 5 Minuten 
abgewartet und dann, nach oer Entfernung der freien Saéure, mit Hilfe 
eines Filtrierpapierstreifchens, wieder die Wasserstoffionenkonzentration 
im Gewebsstiickchen gemessen. Fiir jede neue Menge von Saure, mit der 
ich das Stiickchen behandelte, gebrauchte ich ein neues GefaBchen mit 
KCl-Agarpfropfen. Um das Verhaltnis zwischen der Gewebsmenge und 
der Menge der hinzugefiigten Saéure immer aufrecht zu erhalten, wahlte 
ich die Anzahl der hinzugefiigten 0,01 cem Saéure immer dem Gewicht des 
Gewebsstiickchens (ausgedriickt in Milligramm) proportional. Wenn man 
nun die bei solechen Messungen erhaltenen py-Werte auf der Ordinate, die 
entsprechend hinzugefiigten Saéuremengen (im Millimol pro 1000 g Gewicht) 
auf der Abszisse abtriagt, erhalt man echte Pufferungskurven (s. unten die 
Abbildungen). Um einen allgemeinen Eindruck iiber den Grad der Pufferung 
zu erhalten, wurde fiir jeden Versuch die Tangente des Winkels berechnet, 
den die Pufferungskurve mit der Abszisse bildet (vgl. Furusawa und Phyllis 
Tookey Kerridge*). Die Pufferungskraft (,,buffering power‘: der englischen 
Autoren) fiir verschiedene Zonen von pq versuchte ich auch nach der be- 
kannten Formel von van Slyke’: }B/dpq_ zu berechnen, wobei die Ver- 


1 K. Hasselbach und S.Gammeltoft, diese Zeitschr. 68, 206, 1915. 

2 Zitiert nach H. Moser, |. c. 

3 N. Okuneff, diese Zeitschr. 210, 1, 1929. 

« K. Furusawa und Phyllis M. Tookey Kerridge, Journ. of Physiol. 68, 
33, 1927. 

5 D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 52, 2, 1922. 
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Physiko-chemische Erscheinungen wahrend der Regeneration. III. 3 


schiebungen von pq nach Hinzufiigen von einer und derselben Menge von 
HCl meist graphisch aus den Pufferungskurven ermittelt wurden. Im 
Zusammenhang mit den Befunden in Versuchen der Bestimmung der 
aktuellen Reaktion untersuchte ich die Pufferung der Regenerationsgewebe 
an folgenden Tagen nach der Amputation: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 16 
und 21. Jedesmal wurden mehrere Messungen gemacht (fiinf bis zehn); 
die in den Tabellen dargestellten Ziffern sind arithmetische Mittel dieser 
Messungen. 


Eigene Untersuchungen. 

A. Pufferung der Gewebe der normalen A xolotlextremitdt. 
Es wurden zwei Gruppen von Messungen ausgefiihrt, und zwar: 
1. in Stiickchen der Axolotlextremitéten, die aus allen Geweben be- 
standen (Epithel, Bindegewebe, Muskel und Knorpel) und 2. in 
Stiickchen, die alle Gewebe auBer Knorpel enthielten. Die dabei 
erhaltenen Resultate sind in Tabelle I und auf den Kurven der Abb. 1 

dargestellt. . 








Tabelle I. 
Menge der hinzu- Pu 
gefugten Saure 
(in Millimol pro Gewebe Gewebe 
1000 g) mit Knorpel ohne Knorpel 
0 7,19 7,10 
10 6,85 7,00 
20 6.49 6,60 
30 5,92 6,17 
40 * 5,58 5,75 
50 4.90 5.25 
40e- 
pH 











30 4OmMHL) 50 
70 68 66 6 6&2 60 §8 S6 §4¥ S2ph 


0 20 


Abb. 1. 
Fir die drei oberen Kurven sind aut der Abszisse die hinzugefiigten Mengen von HC] in Millimol 
pro lkg abgetragen, auf der Ordinate die entsprechend erhaltenen Werte fiir py. Die aus- 
gezogene Kurve zeigt die Resultate der Versuche mit normalem Axolotlextremititsgewebe 
+ Knorpel, die grobpunktierte die mit normalem Gewebe ohne Knorpel und die feinpunktierte 
die entsprechende Pufferung des Pferdeserums nach Mosers Angaben (|. c. siehe Text). Fiir die 
beiden unteren Kurven sind auf der Abszisse die verschiedenen Py-Werte abgetragen, auf der 
Ordinate die entsprechenden Pufferungskrafte (berechnet nach van Slyke). Die ausgezogene 
Kurve zeigt die Resultate der Versuche in Anwesenheit von Knorpel, die punktierte die ohne ihn, 
beides fiir normales Gewebe der Axolotiextremitit. 
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4 N. Okuneff: 


Die Ziffern der Tabelle I und die Kurven der Abb. 1 zeigen ganz 
deutlich, daB die Gewebe der normalen Axolotlextremitat eine be- 
deutende Pufferung der hinzugefiigten Saure gegeniiber aufweisen 
und daB diese Pufferung durch die Anwesenheit von Knorpelgewebe 
deutlich vergréBert wird. Um die Pufferung der Gewebe der Axolotl- 
extremitét mit der Pufferung eines mehr untersuchten biologischen 
Objekts zu vergleichen, versuchte ich, die in der Arbeit von H. Moser 
(l.c.) angefiihrten Werte fiir Pufferungskapazitat des Pferdeserums 
der verdiinnten Salzsaure gegeniiber entsprechend meinen Berechnungen 
umzurechnen. Die erhaltenen Resultate sind auf Abb.1 als Kurve 
abgetragen. Wir sehen, daB die Pufferung der Gewebe der Axolotl- 
extremitat sich wenig von der Pufferung des Serums unterscheidet. 
Dieser Befund kénnte schon an und fiir sich ein gewisses Interesse 
haben, insofern gewéhnlich die Pufferung der Gewebe auf Grund von 
Versuchen mit CQO,-Kapazitat viel zu gering geschatzt zu werden 
scheint (vgl. Broeklehurst und Henderson’). 

Die Berechnungen des Pufferkraftmaximums in verschiedenen 
Regionen von py ergaben folgendes: Die beiden unteren Kurven der 
Abb. 1 und die Ziffern der Tabelle II zeigen, daB das Maximum der 
Pufferungskraft der Gewebe der normalen Axolotlextremitat im Gebiet 
von pu liegt, das der Reaktion der normalen Axolotlextremitat ent- 
spricht (ungefahr 7,0). In dieser Beziehung unterscheiden sich meine 
Befunde von den Befunden Mosers (l.c.), der bekanntlich fiir das 
Puffermaximum des Serums ein viel saureres Gebiet angibt. Dieser 
Unterschied kénnte vielleicht von dem Unterschied der Untersuchungs- 
objekte herriihren (Serum bei Moser, Gewebe bei mir). Geben doch 
Furusawa und Phillis Tookey Kerridge (\.c.) fiir das Maximum der 
Pufferungskraft des Muskelgewebes der Katze das Gebiet von pg gleich 
ungefahr 6,6 an. 

Tabelle II. 
Pufferungskraft in Abhangigkeit von Wasserstoffionenkonzentration. 








Pufferungskraft nach van Slyke berechnet: 





Pu Werte 
il ohne Knorpel mit Knorpel 
70 ‘|i 5 6,8 
6,8 i 2,5 3,0 
6,6 25 2.25 
6,4 2,0 2.0 
6,2 } 2,0 2,0 
6,0 2,0 2,0 
5,8 2,0 2,0 
5,6 2.0 2:0 
5,4 2,0 2,9 
5,2 1,6 1,6 


1 R. Broeklehurst und J. Henderson, Journ. of biol. Chem. 72, 665, 1927. 
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Phy-iko-chemische Erscheinungen wahrend der Regeneration. III. 5 


B. Pufferung der Gewebe der regenerierenden Axolotlextremitat. 
a) Angaben iiber einzelne Regenerationstage. 


Die Resultate der hierzugehérigen Messungen sind zusammen- 
fassend in Tabellen III und IV dargestellt, die Pufferungskurven 
findet man auf den Abb. 2 bis 12. 


Am ersten Tage nach der Amputation fand ich in meinen friiheren 
Untersuchungen! eine schwache Azidose, die ich in meinen neuen Ver- 
suchen bestatigen konnte. Wie es die Ziffern der Tabelle III und die 
Kurven der Abb. 2 deutlich zeigen, ist diese leichte Azidose von einem 
deutlichen Anstieg der Pufferung begleitet?. Was nun das Pufferungs- 
maximum betrifft, konnte man beobachten, dab das Regenerations- 
gewebe am ersten Tage nach der Amputation nicht ein, sondern zwei 
Pufferungsmaxima aufweist, von denen das eine in der Nahe von 
pa = 7,0, das andere aber mehr in saurer Region (ungefahr bei 
pu = 5,8 bis 5,6) gelegen ist (vgl. Tabelle IV und Abb. 2). 
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Abb. 2. : 
Die beiden punktierten Kurven zeigen Verhiltnisse fiir das Gewebe der normalen Axolotl- 
extremitat, die beiden ausgezogenen — fiir das Gewebe der Axolotlextremitit am ersten Tage 
nach der Amputation. Die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate sind dieselben 
wie auf Abb. 1. 


Am zweiten Tage nach der Amputation nahert sich die Reaktion 
der Gewebe der normalen, ohne aber sie zu erreichen (vgl. |. c.1). Was 
die Pufferung betrifft, so ist diese im Vergleich zu der Norm im sauren 
Gebiet deutlich vergréBert (s. Tabelle III und Abb. 3). Auch ist das 


1 N. Okuneff, diese Zeitschr. 195, 421, 1928. 

2 Hier wie auch in allen folgenden Versuchen wurde als ,,normal“ 
die Pufferung des Gewebes der Axolotlextremitaét ohne Knorpel bezeichnet 
(vgl. S. 4). 
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Physiko-chemische Erscheinungen wahrend der Regeneration. IIT. 7 


zweite Pufferungsmaximum, das schon am ersten Tage nach der Ampu- 
tation zu sehen war, deutlich (vgl. Tabelle IV und Abb. 3). 


40f- 
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Abb. 3. 
Die beiden ausgezogenen Kurven sind in Versuchen mit den Geweben der Axolotlextremitit am 


zweiten Tage nach der Amputation erhalten, die punktierten zeigen Verhiltnisse fiir normales 
Gewebe. Die Bezeichnungen auf der Ordinate und der Abszisse sind dieselben wie auf Abb. 1. 
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Abb. 4. 
Die beiden ausgezogenen Kurven sind in Versuchen mit dem Gewebe der Axolotlextremitit am 
3. Tage nach der Amputation erhalten, die punktierten zeigen Verhiltnisse fiir normales Gewebe. 
Uber die Bezeichnungen auf der Ordinate und der Abszisse siehe Abb. 1. 


Am dritten und vierten Tage nach der Amputation ist die Reaktion 
des Regenerats beinahe die normale (vgl. |. c."). Die Messungen der 
Pufferung zeigen nun, daB die Pufferung im Vergleich zu der normalen 
doch deutlich vergréBert ist, und zwar schon im Gebiet von px gleich 
ungefahr 6,0 (s. Tabelle IIT und Abb. 4 und 5). Das zweite Maximum 


1 N. Okuneff, diese Zeitschr. 195, 421, 1928. 
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der Pufferung ist sehr gut zu sehen (s. Tabelle IV und Abb. 4 und 5). 
Ein nahezu normaler Wert von pg entspricht aber in diesem Falle 


— wie tbrigens nicht so selten, vgl. oben — nicht einer normalen 
Pufferung?. 
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Abb. 5. 
Die beiden ausgezogenen Kurven sind in Versuchen mit den Geweben der Axolotiextremitit 


am 4. Tage nach der Amputation erhalten, die punktierten zeigen Verhiltnisse fiir normales 
Gewebe. Uber die Bezeichnungen auf der Ordinate und der Abszisse siehe Abb. 1. 
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Abb. 6. 


Die beiden ausgezogenen Kurven sind in Versuchen mit den Geweben der Axolotlextremitit 
am 5.Tage nach der Amputation erhalten, die punktierten zeigen Verhiltnisse fiir normales 
Gewebe. Uber die Bezeichnungen auf der Ordinate und der Abszisse siehe Abb. 1. 





1 Zu den Wasserstoffionenkonzentrationsmessungen am ersten bis 
vierten Tage nach der Amputation sei bemerkt, da8 wegen der auBerst 
kleinen GréBe der Regenerate die pq-Messungen in einer einzigen Regenera- 
tionsknospe unméglich waren und in je sechs bis acht Stiick Regenerate 
ausgefiihrt werden muBten. Ein kleiner Teil von Normalgeweben, die den 
Boden bilden, auf dem das Regenerat sitzt, wurde unvermeidlich mit 
abgeschnitten. 
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Die Tage 5, 6, 7 und 8 nach der Amputation sind durch die 
zweite Azidosewelle gekennzeichnet. Die Verschiebung der aktuellen 
Reaktion ist von einem deutlichen Anstieg der Pufferung begleitet 
(vgl. Tabelle III und Abb. 6, 7 und 8). Die beiden Pufferungs- 
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Abb 7. 
Die beiden ausgezogenen Kurven sind in Versuchen mit den Geweben der Axolotlextremitit am 
6. Tage nach der Amputation erhalten, aie punktierten zeigen Verhaltnisse fiir normales Gewebe. 
Uber die Bezeichnungen auf der Ordinate und der Abszisse siehe Abb. 1. 
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Abb. 8. 


Die beiden ausgezogenen Kurven sind in Versuchen mit den Geweben der Axolotlextremitit 
am 8. Tage nach der Amputation erhalten, die punktierten zeigen Verhiltnisse fiir normales 
Gewebe. Uber die Bezeichnungen auf der Ordinate und der Abszisse siehe Abb. 1. 


maxima, das eine bei py = ungefaihr 7,0, das andere bei py = un- 
gefihr 6,0 sind ganz deutlich (vgl. Tabelle [IV und Abb. 6, 7 und 8). 

Ungefahr vom neunten bis zehnten Regenerationstage angefangen, 
beobachtete ich (l.c.) ein allmahliches Abklingen der Azidose, all- 








10 N. Okuneff: d 


miahliche Riickkehr zur normalen Reaktion. Wie a.a.O. gezeigt, | 
erreicht erst am Ende der zweiten Woche die Wasserstoffionenkonzen- 
tration ihre normalen Werte. Im Zusammenhang damit war es 
interessant, festzustellen, daB auch die Pufferung des Regenerations- 
gewebes vom achten bis zehnten Tage an allmahlich der normalen sich 
nahert (s. Tabelle III und Abb. 9 bis 12) und daB das fiir die ersten 
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Abb. 9. 
Die beiden ausgezogenen Kurven sind in Versuchen mit den Geweben der Axolotiextremitit 
am 10. Tage nach der Amputation erhalten, die punktierten zeigen Verhiltnisse fiir normales 
Gewebe. Uber die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate siehe Abb. 1. 
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} Abb. 10. 
i Die beiden ausgezogenen Kurven sind in Versuchen mit den Geweben der Axolotlextremitiét am 
A 12. Tage nach der Amputation erhalten, die punktierten zeigen Verhiltnisse fiir normales Gewebe. 
f Uber die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate siehe Abb. 1. 
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Tage der Regeneration so charakteristische zweite Maximum im sauren 
Gebiet allmahlich verschwindet (s. Tabelle IV und Abb. 9 bis 12). 
Nur dauert die Riickkehr zur normalen Pufferung der Gewebe be- 
deutend linger als die Wiederherstellung der normalen Reaktion: 
beobachtet man doch noch am 16. Tage nach der Amputation einen 
deutlichen Anstieg der Pufferung bei praktisch normaler Wasserstoff- 
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ionenkonzentration (s. Tabelle IJI und IV und Abb. 11). Erst am 
21. Tage nach der Amputation kann die Pufferung der Regenerations- 
gewebe als eine normale bezeichnet werden (s. Tabelle III und IV und 
Abb. 12). 








10 20 30 40 mM HL750 
10 68 68 64 62 60 SB SS 5¥ S2pH 


Abb. 11. 
Die beiden ausgezogenen Kurven sind in Versuchen mit den Geweben der Axolotlextremitét am 
16. Tage nach der Amputation erhalten, die punktierten zeigen Verhiltnisse fiir normales Gewebe 
Uber die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate siehe Abb. 1. 
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Abb. 12. ‘ 
Die ausgezogene Kurve ist in Versuchen mit den Geweben der Axolotlextremitét am 21. Tage 
nach der Amputation erhalten, die punktierte zeigt Verhiltnisse fiir normales Gewebe. Uber die 
Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate siehe Abb. 1. 


b) Vergleich mit den Reaktionsverschiebungen. 


Wenn wir die Pufferungskraft durch die Tangens des Winkels 
ausdriicken, den die Pufferungskurve mit der Abszisse bildet, so be- 
kommen wir folgende Werte fiir einzelne Tage (s. Tabelle V): 


1 Und das nur in dem Falle, wenn als ,,normal‘ die Pufferung des 
Gewebes der Axolotlextremitaét ohne Knorpel bezeichnet wird (vgl. 8S. 4). 
Sonst wird wohl die normale Pufferung des Regenerats noch spater ein- 
treten miissen, nach der vollen Regeneration des Knorpels, also etwa Ende 
des ersten Monats. 
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Tabelle V. 
“ Regenerationstage = ||Tangenewerte] |‘ Regenerationstage _|| Tengenswerte 
a ee Nees | 0,42 6. Regenerationstag . . 0,17 
1. Regenerationstag . . . || 0,26 8. ‘ cy 0,25 
2. * ee 0,27 10. i 0,28 
3. ‘i ae 0,23 12. ‘‘ 0,30 
4. * oie 0,22 16. Z 0,35 
5. 4 Repo 0,18 21. ie 0,12 





Diese Tangenswerte erlauben die Schwankungen der Pufferungs- 
kraft der Regenerationsgewebe wahrend der Regeneration in Form 
einer Kurve (s. Abb. 13, untere Kurve) darzustellen. Vergleicht man 
nun diese Schwankungen der Pufferungskraft in verschiedenen Tagen 
nach der Amputation mit den gleichzeitigen Reaktionsverschiebungen, 
so kommt man zu folgenden Schliissen (s. Abb. 134): 








WR ee Sk TR ks ee, ONO SRY oe ON Geer Sees Rie lw eS) Ee 
Re se ae 2 oy ose ee Oe ee 
Tage nach der Amputation 
Abb. 13, 


Die obere Kurve zeigt die Reaktionsinderung wahrend der Regeneration der Axolotiextremitat. 

Auf der Abszisse sind Tage abgetragen, auf der Ordinate entsprechende Werte fiir py in der 

Regenerationsknospe. Die untere Kurve bedeutet Pufferungsianderung wahrend der Regeneration 

der Axolotlextremitaét. Auf der Ordinate sind die Werte fiir die Tangens des Neigungswinkels 

abgetragen, den die Pufferungskurve mit der Abszisse bildet. Die Ziffern auf der Abszisse bes 
deuten auch hier Regenerationstage. 


1. Die anfangliche Verschiebung der Reaktion des Regenerations- 
gewebes in die saure Seite wird von einer deutlichen Vergr6éBerung der 
Pufferung begleitet. 


2. Wihrend der Zwischenpause zwischen den beiden Azidose- 
wellen wiachst die Pufferungskraft langsam zu. 


1 Die obere Kurve der betreffenden Abbildung, die die Anderungen 
der aktuellen Reaktion am Regenerationsort im Laufe der Regeneration 
zeigt, ist meiner fritheren Arbeit (diese Zeitschr. 195, 421, 1928) entnommen. 
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3. Die zweite Azidosewelle fallt zeitlich mit dem Maximum der 
Pufferungskraft zusammen. 

4. Das allmihliche Abklingen der Azidose wird von einer all- 
miahlichen Abschwichung der Pufferungskraft begleitet. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche zeigen, daB in Geweben 
der regenerierenden Axolotlextremitat neben Reaktionsverschiebungen 
auch Anderungen der Pufferung beobachtet werden kénnen. Wie jene 
sind auch diese nur wahrend der ersten zwei bis drei Wochen nach der 
Amputation deutlich ausgedriickt. Nun zeigen aber die morphologischen 
Arbeiten von Wendelstadt!, Glaeser? und Fritsch®, daB die ersten drei 
Wochen der Regeneration der Amphibienextremititen durch das 
Vorherrschen von Zerfallerscheinungen am Regenerationsort charakteri- 
siert werden.. So konnte Wendelstadt! beim Axolotl gerade am achten 
Tage, also ungefahr um die Zeit der vom mir beobachteten zweiten 
Azidosewelle, stark ausgesprochene Erscheinungen des Zerfalls der 
Knorpelsubstanz beobachten. Desgleichen versetzt Glaeser (l.c.) die 
Resorptionserscheinungen der zerfallenen Knorpelsubstanz in regenerie- 
render Tritonenextremitat in die Zeit vom 6. bis zum 20. Tage nach 
der Amputation. Endlich spricht Fritsch (l.c.) von aktiven Ein- 
schmelzungsprozessen in der regenerierenden Extremitaét der Sala- 
mandra maculosa vom 9. bis zum 14. Regenerationstage. 


Somit gibt die Morphologie des Regenerationsprozesses eine gewisse 
Stiitze fiir die Annahme, da®B die beobachteten Erscheinungen der 
Reaktions- und Pufferungsverschiebung mit den gleichzeitig auftretenden 
Zerfallsprozessen am Regenerationsort in Zusammenhang stehen. 

Fiir die Wahrscheinlichkeit eines solchen Gedankens spricht auch 
manches andere. 


Im Resultat des Gewebszerfalls kénnen nimlich Substanzen 
entstehen, die einerseits die Reaktion nach saurer Seite verschieben, 
andererseits aber gleichzeitig auch Pufferwirkung auszuiiben imstande 
sind. Substanzen mit solchen Eigenschaften sind z. B. einige Amino- 
siuren, deren Entstehung im ProzeB des Gewebezerfalls sehr méglich 
ist (vgl. Schade, Neukirch, Halpert*). Im Zusammenhang damit gewinnt 
der von mir beobachtete Parallelismus zwischen Reaktions- und 
Pufferungsverschiebung eine gute Erklirung in der Annahme, da 


1 Wendelstadt, Arch. f. mikro. Anatom. 63, 766, 1903/04. 

2 K. Glaeser, Arch. f. mikr. Anatom. u. Entwicklungsgesch. 75, 1, 1910. 
3 C. Fritsch, Zoolog. Jahrb. 30, 377, 1911. 

* H. Schade, P. Neukirch und A. Halpert, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 
1 


24, 11, 1921. 
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am Anfangsstadiwm der Regeneration eine Anhiufung von sauren Puffer- 
substanzen am Regenerationsort stattfindet. Diese Annahme macht auch 
das von mir beobachtete Erscheinen des zweiten Pufferungsmaximums 
bei der Regeneration verstandlich. Uber die Natur dieser neuentstandenen 
sauren Puffersubstanzen ist schwer etwas Bestimmtes zu sagen; auBer 
den Aminosauren ist hier vor allem an die Chondroitinschwefelsiure 
(beim Zerfall der Knorpelsubstanz) zu denken; als neue Puffer kénnen 
auch die initialen Spaltprodukte der Eiweifstoffe, deren Entstehung 
wihrend der Entziindung von Bricker! verfolgt worden ist, eine Rolle 


- spielen. 


In Wirklichkeit liegen die Verhiltnisse am Regenerationsort 
wahrscheinlich viel komplizierter. Denn die Gewebe des tierischen 
Organismus sind befahigt, auch als reine Adsorptionspuffer zu wirken, 
aihnlich wie z. B. die Tierkohle (s.Clark?). Eine Anderung der adsorptiven 
Eigenschaften der Gewebe wihrend der Regeneration darf man aber 
von vornherein nicht ganzlich ableugnen. Schon das etwaige Auftreten 
bzw. Aufhéren der Gértlichen Leucocytenanhaufung, der kleinzelligen 
Infiltration, der Blastemzellenbildung (s. die morphologischen Arbeiten 
von Wendelstadt, Glaeser, Fritsch, 1. c., u. a.) allein kann Anderungen der 
adsorptiven Eigenschaften der Gewebe bewirken, da ja dadurch die 
Menge der adsorbierenden Kolloidsubstanzen am Regenerationsort 
geindert wird. Ferner zeigten Pentegoff, Mentoff und Kurnaeff*, daB 
beim Hungern die adsorptiven Eigenschaften der EeiweiSstoffe deutlich 
zunehmen. Ein 6rtliches Hungern der Gewebe am Regenerationsort 
ist aber in der ersten Zeit infolge geatinter bzw. unzureichender Blut- 
zirkulation sehr méglich. ‘ 


Somit kann man fiir den Anstieg der Pufferung am Anfangsstadium 
der Regeneration auch eine andere Erklarung geben, namlich sie auf 
einen méglichen Anstieg der absorptiven Eigenschaften der Gewebe zuriick- 
zuziehen. Alles Gesagte zeigt ganz deutlich, daB in der Genese der 
Anderungen der Reaktion und der Pufferung waihrend der Regeneration 
eine ganze Reihe von verschiedensten Faktoren von Bedeutung sein 
kann, so daB eine eindeutige Erklarung der beobachteten Erscheinungen 
kaum mdglich erscheint. 


Schlu8folgerungen. 


1. Die Pufferung der Gewebe einer regenerierenden Axolotlextremi- 
tit ist wihrend der ersten drei Wochen der Regeneration im Vergleich 


1 F. Bricker, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 129, 122, 1928. 

2 W. Clark, The Determination of Hydrogen Ions, 2.ed. Baltimore 1927. 

8 B. Pentegoff, U. Mentoff und HE. Kurnaeff, Bull. of the pacific sc. 
fishery research station 2, 1, 1928. 
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zu der Pufferung der normalen Gewebe der Axolotlextremitat deutlich 
vergroBert. 

2. Dabei tritt neben dem in der Norm vorhandenen Pufferungs- 
maximum (bei py > 6 und < 7) ein zweites ein, im Gebiete von pg > 5 
und < 6. 

3. Die Azidose des ersten Regenerationstages wird von einer 
deutlichen VergréBerung der Pufferung begleitet ; wihrend der Zwischen- 
pause zwischen den beiden Azidosewellen (dritter und vierter Re- 
generationstag) wachst die Pufferung langsam zu; ihr Maximum erreicht 
sie ungefahr um die Zeit der zweiten Azidosewelle (fiinfter bis achter 
Regenerationstag) und kehrt zu normalen Werten Ende der dritten 
Woche nach der Amputation zuriick, also eine Woche nach der Ein- 
stellung der normalen Reaktion. 

4. Die mégliche Erklirung des Anstiegs der Pufferung der Gewebe 
am Anfangsstadium der Regeneration ist entweder in der. értlichen 
Anhaufung von Zerfallsprodukten (saure Puffer) oder in der Vergré8erung 
der adsorptiven Eigenschaften der Gewebe zu suchen. 
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Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


XX. Mitteilung: 
Uber die Hemmung der Blutgerinnung durch Heparin. 


Von 
Bernhard Stuber und Konrad Lang. 


(Aus der stédtischen Krankenanstalt Kiel.) 


(Eingegangen am 14. Juni 1929.) 


In fritheren Untersuchungen! konnten wir zeigen, daB zeitlich 
eine vollige Parallelitaét zwischen dem Ablauf der Blutgerinnung und 
der Glykolyse im Blute besteht. Eine geringe Intensitét der Glykolyse 
im Blute hat immer zwangslaiufig eine verlingerte Gerinnungszeit zur 
Folge, und umgekehrt eine intensive Glykolyse eine Verkiirzung der 
Gerinnungszeit. Ferner konnten wir den Nachweis fiihren, daB alle 
gerinnungshemmenden Mittel die Blutglykolyse stark hermmen bzw. 
aufheben. Die Glykolyse im engeren Sinne umfaBt den anaeroben 
Abbau der Glucose, der zur Stufe der Milchsaure fiihrt. [hm schlieBt 
sich eine zweite aerobe oxydative Phase an, in der ein Teil der gebildeten 
Milchsaure zerstért wird. Als eines der Endprodukte dieser Oxydation 
konnten wir Ameisensaure in gréBerer Menge isolieren. Die gerinnung- 
hemmenden Stoffe verlangsamen stark die anaerobe Phase, blockieren 
aber vollstandig die oxydative. Diese experimentell gewonnenen 
Ergebnisse fanden vollstandig ihre Bestatigung beim Studium der 
Hamophilie?. Die Glykolyse ist im Hamophilenblut beinahe unmeBbar 
klein. 

Heparin hatten wir friiher nicht in den Bereich unserer Unter- 
suchungen gezogen. Das Studium dieser von Howell* naher charakte- 
risierten Substanz erschien uns vor allem deswegen wichtig, weil sie 


1 Diese Zeitschr. 179, 70, 1926; 191, 374, 378, 386, 1927; 194, 
204, 1928. 

2 Zeitschr. f. klin. Med. 108, 423. 

3 Bull. of the Johns Hopkins Hospit. 42, 119; Amer. journ. of physiol. 
71, 553. 
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geeignet ist, bei Bluttransfusionen zur praktischen Anwendung zu 
gelangen. Da sie kochbestindig ist, lat sie sich leicht sterilisieren. 
Sie stellt wohl ,,das physiologischste gerinnungshemmende Mittel dar, 
da Howell sie im normalen Blute nachweisen konnte!. 

Das uns von der chemischen Fabrik Promonta liebenswiirdiger- 
weise zur Verfiigung gestellte Heparin ist ein graues Pulver, das sich 
leicht in Wasser und physiologischen Salzlésungen mit briunlicher 
Farbe lost. Es zeigt keine EiweiBreaktionen, gibt aber mit Pikrinsiéure 
eine schwache Fallung. Fehlingsche Lésung wird nicht reduziert, 
wohl aber nach Hydrolyse mit HCl. Die Molischsche Probe mit 
a-Naphthol ist positiv. Von Schwermetallsalzen (FeCl,, HgCl,, Blei- 
acetat) wird es gefallt, mit Ba(OH), entsteht ein voluminéser weifer 
Niederschlag. Es enthalt geringe Mengen Schwefel, etwas mehr 
Phosphor. Den N-Gehalt bestimmten wir zu 8,75°,. Howell gibt fiir 
seine sehr weitgehend gereinigten Priparate einen N-Gehalt “von 2,7 °, 
an. Ferner sind seine Praparate frei von P und 8 und durch Schwer- 
metallsalze mit Ausnahme von Bleiacetat nicht fallbar. Diese Dis- 
krepanz zwischen den Befunden von Howell und uns erklart sich aus 
dem gréBeren Reinheitsgrad der Howellschen Parparate. 

Heparin-Promonta hebt bei Zusatz von 1 mg zu 5ccm Blut in vitro 
die Blutgerinnung v6llig auf. Bei unseren in-vitro-Versuchen gingen wir 
in folgender Weise vor: Aus der méglichst wenig gestauten Cubitalvene 
von gesunden Personen wurde mittels paraffinierter Spritze und paraffinierter 
Kaniile Blut entnommen und dieses in paraffinierte Glaser verteilt. Ein 
Teil des Blutes wurde der Gerinnung iiberlassen, ein anderer Teil mit 
Heparin versetiit. Sofort nach Entnahme und ia bestimmten, aus Tabelle I 
ersichtlichen Abstaénden wurden Blutproben entnommen, in denen der 
Blutzucker nach Hagedorn-Jensen und die Milchséure nach Dische-Laszlo 
bestimmt wurden. Zur Bestimmung der Gerinnungszeit bedienten wir uns 
wieder des Heubner-Ronaschen Apparats. 

Samtliche angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus Doppel- 
analysen. Tabelle I zeigt, daB durch Heparinzusatz in vitro die Glykolyse 
stark gehemmt wird, ein Befund, der mit unseren friiheren Untersuchungen 
mit anderen gerinnungshemmenden Mitteln in vollem Einklag steht. 

Heparin verzégert aber auch in vivo die Blutgerinnung, doch ist 
seine Wirkung zeitlich nur von kurzer Dauer. Die Blutgerinnung ist 
gleich nach intravenéser Zufuhr am stiirksten verzégert. Innerhalb 
weniger Stunden kehrt die Gerinnungszeit zur Norm zuriick. Um diese 
Wirkung zu erzielen, sind relativ hohe Dosen erforderlich. Wir fanden 
diese Dosis in Ubereinstimmung mit Reed? bei 10 mg pro Kilogramm 
Kérpergewicht fiir das Kaninchen. Kleinere Dosen haben keinen oder 
nur einen verschwindend kleinen Effekt. So sahen wir bei einem 

1 Amer. journ. of Physiol. 77, 680. 

2 Ebendaselbst 74, 79. 
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Tabelle I. 


Heparinwirkung in vitro. 





Fall 1 Fall 2 Fall 3 Fall 4 
Gerinnungszeit € 15’ 30" 12’ 15” 12’ 45'’ 15’ 00” 
Zucker sofort . ; :| 82 121 109 88 
gerinnend . . = 80 119 98 84 
Milchsiure sofort . . :| 19,84 17,61 21,74 29,24 
¥ gerinnend <4 20,01 18,98 22,83 30,12 
Gerinnungszeit 3 ungerinnbar ungerinnbar | ungerinnbar ungerinnbar 
Zucker sofort. . . 89 95 85 
» nach 10’ § 89 102 95 - 
” oe g 95 — -— 84 
3 ee - 95 102 94 -- 
° a oe . ~ 93 95 88 
Milchsdure sofort . £ 19,98 17,61 21,74 80,12 
i nach 10’. é 20,00 17,86 21,74 — 
” eo ee Sy 20,00 -- = 30,12 
m - ae 20,58 17,92 21,93 30,30 
a ; wa = — 18,79 22,52 31,24 





Alle Werte in mg-°/o. 


3,4kg schweren Kaninchen, das 4 mg Heparin intravenés appliziert 
bekommen hatte, die Blutgerinnungszeit von vorher 24 Minuten auf 
30 Minuten verlangert. Ein anderes Mal bei einem 3,2 kg schweren 
Tier nach Injektion von 8 mg von 7 Minuten auf 14 Minuten verlangert. 
Dagegen ist bei ausreichender Dosis die Wirkung sehr augenfillig, da 
die Blutgerinnungszeit auf viele Stunden verlangert ist. 

Die Technik unserer Versuiche am Kaninchen gestaltete sich folgender- 
maBen. In Somnifennarkose wurde die Arteria carotis oder die Arteria 
femoralis freigelegt und eine paraffinierte Glaskaniile eingelegt. Dann 
wurden einige Kubikzentimeter Blut entnommen und in ihm die Gerinnungs- 
zeit und die Glykolyse bestimmt. Darauf wurde in die Vena jugularis ext. 
Heparin in Tyrodelésung gelést injiziert und in bestimmten Absténden 
wieder Blut entnommen, worin wieder Gerinnungszeit und die Glykolyse 
bestimmt wurden. 


Uber das Ergebnis dieser Versuche orientiert Tabelle II. Diese 
Versuche bestatigen aufs neue die absolute Parallelitdét zwischen dem 
zeitlichen Ablauf der Blutgerinnung und der Intensitdit der Glykolyse. 


Da Heparin in Hinsicht seiner praktischen Anwendbarkeit groBes 
Interesse verdient, studierten wir auch seinen EinfluB auf einige Blut- 
bestandteile nach intravendser Zufuhr. Der EiweiBgehalt wurde refrakto- 
metrisch ermittelt, Calcium und Natrium nach Cramer, Cl nach der 
Methode von Rusznyék. Da Anderungen in der CO,-Spannung die 
Verteilung von Ionen zwischen den Blutkérperchen und dem Plasma 
variieren, bestimmten wir in einigen Versuchen den Ionengehalt im 
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Gesamtblut. Wie aus Tabelle III hervorgeht, andert Heparin im wesent- 
lichen nichts am EiweiBgehalt und den untersuchten Ionen. Reed! 
gibt an, daB in vitro Heparin auf den physikalisch-chemischen Zustand 
des Blutes ohne EinfluB ist. Die Senkung des EiweiSgehaltes nach 
mehrmaliger Entnahme ist ohne weiteres auf den Blutverlust und die 
dadurch bedingte Verdiinnung zuriickzufiihren. Der Gehalt an Na und 
Cl bleibt praktisch véllig unverandert. Nur im Ca-Gehalt sind deutliche 
Schwankungen festzustellen. Im Versuch 2 und 3 fanden wir eine 
deutliche Zunahme des Kalkgehaltes im Gesamtblut. In Versuch 
5 und 7, wo der Kalkgehalt im Serum bestimmt wurde, fanden wir eine 
eben nachweisbare Senkung der Calciumwerte. Ob dieses entgegen- 
gesetzte Verhalten auf Veranderung in der CO,-Spannung des Blutes 
durch Heparin oder eventuell die langdauernde Narkose zu beziehen 
ist, oder aber ob Heparin in vivo doch irgendwelche Anderungen im 
physikalisch-chemischen Zustand des Blutes bewirkt, kénnen wir einst- 
weilen noch nicht entscheiden. Indessen sind die Unterschiede so 
gering, daB sie nahezu noch in den Fehlerbereich der Methode fallen. 
Versuche, diese Frage zu klaren, sind im Gange. 


Tabelle III. 


Einflu8 von Heparin auf den Blutchemismus. 





Nr. Vor Heparin 30’ nach Heparin 90’ nach Heparin’ Bemerkungen 
i} , | Kaninchen 
1 || KiwiB... . 7,20 % 685% | as 3.2 kg. 8 mg Hes 
Q|| KiwiB... .. | 822% ex 7,71 %, 2 kg, 20 mg 
Na) 5, Gesamt- {| 240:3 me-% | 240,3 mg-% | 244,9 mg-% —e 
Ca Sion ae 116 , ) in 
Cl 2964 , | 2990 , | 3000 , 
8 || EiweiB. . . . 5,72 % 5,80 % 551% | ag? eae mg 


Ca | im Gesamt- 7,8 mg-% 7,8 mg-% 9,0 mg-% 
Cl blut 3106 =, i i 315,0 , 


4 || EiweiB. . ... 6,01 % 5,74 % 568% |3.kg, 30mg 


Nal - 354,3 mg-% | 334,3 mg-% | 337,0 mg-% | ererin 
cr} im Serum { 365'6 =” 368'3 , | 8700» 
5 EiweiB. 2... 7,2% 7,04 % 634% || 29g. 30 mg 
Ca im Serum. . 16,3 mg-% _ 15,4mg-% || “Pee 
6 | KiweiB. .. 6,77 % 6,83 % — | 28kg, 30mg 
| eparin 
7| EiweiB. .. . . 7,85 % 7,67 % 7,02% | 26k¢, 30mg 


Ca ° 16.2 m -% 15.6 mg-% 16.2 mg-%, Heparin 
Cl im Serum 343. hg 360'3 Ay 3621 () 


Das injizierte Heparin wurde immer anstandslos vertragen. Irgend- 
welche unerwiinschte Nebenwirkungen konnten wir nie beobachten. 
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Indessen méchten wir einen Versuch naher erwahnen, der insofern 
interessant ist, als wir in ihm eine paradoxe Heparinwirkung erzielten. 
Das Heparin wirkt in ihm stark beschleunigend auf die Blutgerinnung 
ein. Das Ergebnis findet sich in Tabelle IV zusammengestellt Diese 
paradoxe Heparinwirkung trat bei einem Kaninchen ein, dem wir 
zwei Tage zuvor zu anderen Zwecken einen ausgiebigen AderlaB von 
etwa 30 ccm mit einer Saugglocke aus der Ohrvene gemacht hatten. 
Doch konnten wir diesen Versuch nie mehr reproduzieren. 





Tabelle IV. 
Paradoxe Heparinwirkung. 
Vor 30’ nach =| 60’ nach 120’ nach 150’ nach 
Heparin Heparin Heparin Heparin Heparin 
Gerinnungszeit .... . 24’ 20’ 8’ 5S < 1’ 
Zuckerabbau wahrend der 
Gerinnung ...... 8mg-% 7mg-% 9 mg-% — _ 
Milchséurezunahme wah- 
rend der Gerinnung. . — 0,28 , 1,70 , (|8,33 mg-% 


Kaninchen 3,1 kg, 30 mg Heparin intravendés. 


Wie schon oben erwahnt, ist der Angriffspunkt der gerinnungs- 
hemmenden Stoffe nicht nur die anaerobe Phase der Glykolyse, sondern 
vor allem auch die werobe Phase. Dies konnten wir auch fiir das Heparin 
bestatigen. Im Heparinplasma konnten wir niemals eine Sauerstoff- 
aufnahme beobachten. In unserer friiheren Arbeit! hatten wir die 
Sauerstoffaufnahme im gerinnenden Plasma volumetrisch bestimmt. 
Wir haben diese Frage der oxydativen Prozesse mit verbesserter, 
nunmehr manometrischer Methodik von neuem aufgegriffen. Wir werden 
in Kiirze dariiber berichten. 


Zusammenfassung. 


1. Die Hemmung der Blutgerinnung durch Heparin ist in vitro 
wie auch in vivo bedingt durch die von Heparin verursachte Hemmung 
der Blutglykolyse. 

2. Heparin andert bei intravenéser Injektion den tibrigen Blut- 
chemismus nicht wesentlich. 


Unserer technischen Assistentin, Fraulein Untiedt, die uns bei diesen 
Versuchen unterstiitzte, méchten wir an dieser Stelle unseren Dank aus- 
sprechen. 


1 Diese Zeitschr. 179, 76, 1926. 














Uber Verinderungen des lonengehalts 
der Organe unter Bestrahlung und im Héhenklima. 


Von 


A. Loewy und L. Pineussen. 


(Aus dem Schweizerischen Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und 
Tuberkuloseforschung in Davos und dem biologisch-chemischen Institut 
des Stadtischen Krankenhauses am Urban in Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1929.) 


Friihere Untersuchungen an Tieren, welche in Davos teils am 
Licht, teils im Dunkeln gehalten worden waren, hatten ergeben, dai 
zum Teil nicht unbetrachtliche Unterschiede im Gehalt von Kalium, 
Jalcium und Magnesium sowohl im Harn, wie auch in den Organen 
unter Belichtung auftraten. Zweck der vorliegenden Arbeit war es, 
diese Dinge weiter zu erforschen, und zwar nicht nur die Unterschiede 
zwischen Hell und Dunkel zu beriicksichtigen, sondern auch zu priifen, 
ob der verminderte Luftdruck wesentliche Einwirkungen in dieser 
Richtung_ besitzt. 

Um alle diese Fragen zu gleicher Zeit in Angriff zu nehmen, wurden 
die Versuche teils in Berlin, teils in Davos angestellt, und zwar unter 
véllig gleichen Bedingungen der Haltung und Ernahrung der Tiere. 
Die Ratten, welche zum Versuch dienten, wurden gefiittert mit 
kondensierter Milch Nestle, die uns in groBen Biichsen von der Fabrik 
zur Verfiigung gestellt wurde, und mit Steinmetzbrot, das zwar besonders 
in Davos und Berlin gebacken wurde, welches aber durch das freundliche 
Entgegenkommen der Steinmetzmiillerei an beiden Stellen aus der 
gleichen Mehlmischung hergestellt worden war. Die Analysen ergaben 
auch den gleichen Gehalt an Ionen sowohl im Berliner, wie im Davoser 
Brot. Es sei hinzugefiigt, daB die Nahrung fiir die Tiere augenscheinlich 
sehr gut war. 
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Die Berliner Tiere, ebenso wie die Davoser, wurden wiederum 
in zwei Gruppen geteilt. Die eine Gruppe der Berliner Tiere wurde 
dauernd im halbdunklen Stalle gehalten, wihrend die andere Gruppe 
eine Stunde tiglich der Bestrahlung mit einer 500-Wattlampe der 
Osram aus ultraviolett-durchlassigem Glase ausgesetzt wurde. Diese 
Lampe entspricht in ihrem Spektrum ungefahr dem des Sonnenlichtes 
im Tieflande und besitzt, wenn auch nicht in sehr groBer Menge, neben 
dem sichtbaren Spektrum einen ultravioletten Teil bis zur Erythem- 
grenze. Von den Davoser Tieren wurde der eine Teil ohne weitere 
Behandlung im Stalle des Instituts gehalten, bei dem anderen Teil wurde 
der Luftdruck noch weiter erniedrigt, so daB er im Durchschnitt 
eine halbe Atmosphare betrug. Die naheren Angaben folgen im Protokoll. 


Berliner Tiere. 


Die Fiitterung der Tiere mit der obengenannten Kost aus 
Wittler-Steinmetzbrot und Nestlemilch dauerte bei den bestrahlten 
Tieren im Durchschnitt 41 Tage, bei den unbestrahlten Tieren, welche 
aus aéuBeren Griinden spater getétet wurden, 52 Tage. Bei den Hell- 
tieren ging der Bestrahlungszeit eine Vorperiode von 15 Tagen ohne 
Bestrahlung voran, so daf die Zahl der Bestrahlungstage im Durch- 
schnitt 26 Tage betrug. 


Die Gewichte der Dunkeltiere hatten sich in der Versuchszeit 
in den 52 Tagen des Versuches im Durchschnitt von 199 auf 255 g 
erhéht, was einer Gesamtzunahme von 28°,, d.h. einer tiglichen 
Zunahme von 0.54°, des Anfangsgewichtes, entspricht. Bei den Hell- 
tieren war das Durchschnittsgewicht von 201 g in 41 Tagen um 39,5 g 
gestiegen, so da im Durchschnitt ein tiglicher Gewichtszuwachs 
von 0,48 °,, statthatte. Die Werte liegen nicht weit genug auseinander, 
um sagen zu kénnen, ob die Bestrahlung auf die Gewichtszunahme 
einen Einflu8 hatte. 


Nach Beendigung der Behandlung wurden die Tiere durch Nacken- 
schlag getétet und sofort entblutet. Es wurden sofort die Organe: 
Leber, Lunge, Herz, Nieren, Milz und die beiden Femora der Hinter- 
beine herausgenommen, blutfrei gespiilt, so gut wie méglich abgetrocknet 
und gewogen. Bei den Davoser Tieren wurden die so vorbereiteten 
Organe, wasserdicht verpackt, zur weiteren Verarbeitung nach Berlin 
gesandt. Die Organe der Berliner Tiere wurden ebenso wie die aus 
Davos tibersandten quantitativ, teils allein, teils zu mehreren gleichen 
Organen zusammen, in einen Mikrokjeldahlkolben iiberfiihrt, mit 
rauchender Salpetersiure tibergossen und dann bis zur vollstandigen 
Auflésung tiber Nacht stehengelassen. Die weitere Veraschung, ebenso 
wie die Analyse der Aschenlésung, erfolgte nach den von dem einen 
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Berliner Tiere, unbelichtet. 
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von uns ausgearbeiteten Vorschriften. Es sei betont, daB simtliche 
Analysen mindestens doppelt ausgefiihrt wurden. 


Vorhergehend die Protokolle der Berliner Tiere. Es wurden, 
da die Tiere ganz einheitlich behandelt wurden und samtliche Tiere bis 
zur Beendigung des Versuches am Leben blieben, in den meisten Fallen 
die Organe mehrerer Tiere gemeinsam behandelt und verascht. Bei der 
unbelichteten Serie umfaBt die Nummer 74 die Organe von drei Tieren, 
ebenso die Nummer 77 und 82, wahrend Nr. 80 nur zwei Tiere umfaBt. 
Das einzige Organ, dessen Menge in einzelnen Fallen zu groB war, um 
mehrere zusammen zu verarbeiten, war die Leber, welche dann in zwei 
Portionen verarbeitet wurde. Die angegebenen Zahlen geben dann 
den Durchschnittswert aus den verschiedenen, im iibrigen sehr nahe 
beieinander liegenden Resultaten. Bei der belichteten Tierserie Berlin 
umfaBt Nr. 64, 67 und 72 zwei Tiere, 66 ein Tier und 69 drei Tiere. 


Es wird an spaterer Stelle nach Mitteilung der Resultate bei den 
Davoser Tieren iiber diese Tabellen und die zum Teil recht erheblichen 
Streuungen zu sprechen sein. Es sei jedoch schon hier erwahnt, daB 
augenscheinlich die Verhaltnisse bei den verschiedenen Tieren auch bei 
gleichmaBiger Ernahrung nicht ganz gleich liegen, daB aber die aus den 
Gruppen gewonnenen Durchschnittszahlen ein recht klares Bild liefern. 


Davoser Tiere. 


Die Davoser Tiere wurden, wie bereits angegeben, teils im Keller des 
dortigen Instituts ohne fede weitere Behandlung, ernaéhrt mit dem auch den 
Berliner Tieren gereichtem Futter, gehalten, eine andere Serie wurde unter 
héhere Luftverdiinnung gesetzt. Zu den ersteren gehéren die hier unter 
den Nummern 52, 57, 58, 60, 61 und 62 aufgefiihrten Tiere. Nr. 57 sowohl 
wie 58 umfassen je zwei Tiere, welche 22 Tage lang in Davos mit der all- 
gemeinen Nahrung gefiittert waren. Nr. 60 umfaBt zwei Tiere, Nr. 61 drei 
Tiere, welche 28 Tage in gleicher Weise behandelt waren. Das Tier Nr. 52 
war vorher gestorben. 


Die Tiere Nr. 51 (ein Tier), Nr. 54 (drei Tiere), Nr. 55 (ein Tier), Nr. 56 
(drei Tiere) waren einer Verdiinnung von 300mm unter Davoser Druck, 
also von 330 mm ausgesetzt. Die Tiere Nr. 59 (ein Tier), Nr. 62 (ein Tier), 
Nr. 63 (drei Tiere) standen unter einem Barometerdruck von nur 300 mm, 
indem der Luftdruck um 330mm unter den von Davos (630 mm) gesetzt 
war. Das Tier Nr. 59 war nach 4 Tagen in der Luftverdiinnung eingegangen, 
ebenfalls starb Tier Nr. 62 in Luftverdiinnung. Auch Tier Nr. 55 starb 
vor Beendigung des Versuchs. Die Tiere Nr. 51 und 54 starben in der Nacht 
vor Ablauf des Versuchs. 


Allgemein ist itiber die Davoser Tiere zu sagen, daBb die Kontrolltiere 
an Gewicht erheblich zugenommen haben und daB bei den hochverdiinnten 
Tieren die Milz verhaltnismaBig klein war. 


Nachfolgend die Zusammenstellung tiber die Davoser Tiere. 
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Tiere bei Davoser Luftdruck. 
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Luftverdiinnte Tiere Davos. 




















: 
Nr Organgewicht Kalium Calcium Magnesium 
"09 g mge/o mg-/¢ mgs? 
Leber. 
51 4,25 32.6 25 11,7 ‘ 
53 — 280 13,7 3,7 
54 19,5 188 15,5 8,3 } 
55 7,23 189 17,7 13,6 i 
56 28,25 222 7,6 6.0 , 
59 6.3 101 19 9,2 
: 62 7.0 86 13,7 2.5 
; 63 23,28 159 13,6 6,9 
/ Mittel: — 156 15,6 6,7 
Herz. 
51 0,57 43,6 48.2 17,5 
53 1,68 243 30,9 8.9 
54 2,75 135,0 33,0 10,9 
55 1,14 110,0 40.3 18,4 
56 4,46 209,0 13,4 21.8 
59 0,90 197,0 47.8 28.9 
' 62 0,97 90,0 33,0 20.6 
63 3,26 67,0 19,6 4,2 
Mittel: — 136 33 16.8 
Lunge. 
51 1,92 62,4 33 9.6 
53 2.5 219 49,2 8.8 
H 54 5.9 93,0 39.6 6,1 
55 1,6 110 52,5 12.5 
56 6,23 159 21,1 15,9 
59 1,23 216 60,1 24.4 
62 1,6 77 30,0 9,3 
63 6,53 91 34,3 ee ; 
Mittel: ~ 128 49 11,8 
Niere. 
51 1,1 77,4 28,5 7.9 
53 1,15 382.0 34,0 30,3 
54 3,67 196 22.0 8.4 
! 55 1,35 184,0 41,0 20,0 
; 56 4,78 239,0 9.8 19,9 
| 59 1,07 195.0 49.5 14,9 
| 62 1,17 92.5 44.4 12,8 
63 4,73 41,3 8,35 4.0 
Mittel: — 176 29.5 14.6 
Milz. 
| 51 1,1 77,4 28,5 7.0 
: 53 1,6 275 43,7 29.6 
: 54 2.85 119 36,0 16,1 
; 55 1,1 118,0 49.1 18,2 
| 56 4,59 337 19,2 21,8 
; 59 0,65 217 58,0 25,0 
7: 62 0,5 200 38,0 20,0 
j Mittel - 194 39,0 18,4 
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Nr Organgewicht Kalium Calcium Magnesium 
re g mg-/ mg/g mg? 
Knochen. 
53 0,65 786 13,1 g-% 769 
54 0,70 157 13,3 714 
Dd 0.31 161 11,8 403 
D6 1,55 245 14,8 403 
59 0,27 170 12,4 592 
63 1,3 269 14.8 192 
Mittel: 298 13.4 g-% 512 


Zum besseren Vergleich der gewonnenen Werte sind diese nach- 
folgend tabellarisch zusammengestellt, indem zunachst die Durch- 
schnittswerte der verschiedenen Organe fiir die verschiedenen Gruppen 


gegeben werden. 








Die nachfolgende Tabelle enthalt die Mittelwerte fiir Kalium, 





Calcium und Magnesium in Milligrammprozenten der  originaren 
Substanz. 
Capen Berlin unbelichtet Berlin belichtet Davos ee cen 
mg+°/o mg- 9 mg+°/o mg+°/9 
Kalium. 
Leber 225 198 160 157,2 
Lunge . 154 146 129.5 128.4 
Herz . 187 194 140 136.8 
Niere 162 225 162 176 
Milz . 292 296 199 192 
Knochen . 172 156 239 298 
Calcium. 
Leber 9.6 16,4 11,9 15,8 
Lunge . 19,7 22.6 25,9 39,9 
Herz . 23.6 28,5 31,8 33.3 
Niere 15,15 20.6 20.5 29.7 
Milz . 20.8 20,4 22.4 39,0 
Knocheu 12.54 g-% 11,12 g-% 10,08 g-% 13,37 g-% 
Magnesium. 
Leber 9.6 10,9 8.3 6.7 
Lunge 7,1 7.55 9.9 11,8 
Herz . 12.1 14.6 12,4 16,8 
Niere 7,82 9.45 12.4 14,7 
Milz . 12,6 14.5 15,9 18,4 
Knochen 212 203 388 512 


In der nachfolgenden Tabelle sind die Werte fiir die verschiedenen 
Ionen auf die bei den Berliner unbelichteten Tieren erhaltenen Zahlen 
bezogen, indem diese fiir jedes lon und jedes Organ gleich 100 gesetzt 
Es ergibt sich dann 


werden. 
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Kalium Calcium Magnesium 
. s? - $2 P 3? 
LD ] > Pa 3 oa 2 
“3/5 | sei ee) 5 | ge) ae) 4 | By 
a> a> a> 
Leber 88 71 70 171 124 164 114 87 70 
Lunge . ; 95 84 84 121 138 213 106 140 167 
Sea 104 75 73 121 135 142 121 102 139 
See 139 100 109 134 134 196 121 171 188 
MS sees 98 67 65 98 107 187 115 127 146 
Knochen . . 91 139 174 89 80 107 96 184 242 


Wenn man aus diesen Zahlen nun die Verhialtnisse von Kalium zu 
aleium bzw. von Calcium zu Magnesium in den einzelnen Organen 
berechnen will, so sind hierfiir mehrere Méglichkeiten gegeben. Man 
kann die Durchschnittswerte fiir jede Gruppe bilden und daraus das 
Verhaltnis berechnen, man kann aber auch das Verhiiltnis fiir jedes 
Tier der Gruppe berechnen und aus den so gewonnenen Zahlen den Mittel- 
wert nehmen. Letzteres Verfahren scheint besser, da es die Individualitat 
der einzelnen Tiere beriicksichtigt. 


Eine dritte und vierte Méglichkeit der Berechnung ergibt sich unter 
der Benutzung der Streuungsformel 





Le y* 4- 64 + ¢? a +n? 
ie n 


ebenfalls einmal unter Zugrundelegung der Kalium- und Calcium- 
werte der einzelnen zusammen verarbeiteten Tiere und der Bildung 
des Verhiltnisses aus dem durch die Streuungsformel ermittelten 
Kalium- und Calciumgehalt; endlich kann das Verhiltnis fiir jede 
zusammen verarbeitete Tiergruppe von ein bis drei Tieren ermittelt 
werden und der Mittelwert hieraus nicht einfach als arithmetisches 
Mittel, sondern unter Benutzung der Streuungsformel dargestellt 
werden. 


In den nachfolgenden Tabellen finden sich fiir das Verhiltnis 
Kalium : Calcium bei Leber, Herz und Lunge die Werte nach allen 
vier Methoden berechnet, wihrend fiir Niere, Milz und Knochen nur 
Durchschnittswerte ohne Anwendung der Streuungsformel gegeben 
werden. Wie die Tabellen zeigen, weichen die Relationen zwar quanti- 
tativ etwas voneinander ab, in der Richtung entsprechen sie aber 
einander fast vollstandig, mit wenigen Ausnahmen. Es mu bemerkt 
werden, dai eigentlich bei ganz strenger Beurteilung die Streuungs- 
formel nicht anwendbar ist, da nur in wenigen Fallen ein Tier fiir 
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sich allein verarbeitet wurde, meist dagegen Gruppen von zwei bis 
drei Tieren zusammen analysiert wurden. Hierdurch hat andererseits 
infolge der gréBeren Materialmengen die Genauigkeit der Analysen 
sicher gewonnen. 


Es bedeutet also in der nachfolgenden Aufstellung: 


1. Verhaltnis der Summe des Gesamtkaliumgehaltes simtlicher 
Tiere einer Gruppe zum Gesamtcalciumgehalt, 

2. arithmetisches Mittel der aus den einzelnen Versuchen (je ein 
bis drei Tiere) ermittelten Relation Kalium : Calcium, 

3. Verhaltnis des mit Hilfe der Streuungsformel aus den einzelnen 


Portionen (ein bis drei Tiere) derselben Gruppe gefundenen Kalium- 
gehaltes zum entsprechend festgestellten Calciumgehalt, 


4. den mit Hilfe der Streuungsformel aus den fiir die Einzelgruppen 
von ein bis drei Tieren gewonnenen Verhiltnissen Kalium : Calcium 
errechneten Durchschnittswert. 


Verhaltnis Kalium : Calcium. 





Leber. 
a erlin unbelichtet é Berlin belichtet ; Davos Davos verdiinnt 
18,1 12,1 13,4 10,0 
2 19,1 13,8 12,9 12,1 
3 18 11,3 13,3 12,5 
4 19,5 14,7 13,2 13,1 


Unter Belichtung nimmt die Relation deutlich ab; sie ist in Davos 
ungefihr in gleicher Héhe wie in Berlin bei Bestrahlung; nur nach dem 
Berechnungsmodus 4 findet sich eine weitere geringgradige Abnahme. 





Herz. 
Berlin unbelichtet Berlin belichtet Davos Sevke verdiunnt 
1 7,9 6,7 4,4 4,1 
2 8,9 7,8 44 5,2 
3 7,9 6,6 4,7 4,3 
+ 9,9 8.4 4,7 6.8 


Die Abnahme unter Belichtung in Berlin ist nach jeder Berechnungs- 
weise deutlich und betrigt etwa 15°; sie ist im Héhenklima noch 
erheblich gesteigert, so daB die Abnahme gegeniiber den Berliner 
unbelichteten Kontrolltieren bis zu 50 °,, betrigt. Eine weitere Abnahme 
unter gréBerer Luftverdiinnung scheint in merklicher Weise nicht 
stattzufinden. 
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Lunge. 
Berlin unbelichtet | Berlin belichtet | |-—- Davos | Davos verdinat 
1 8.3 6.5 5,0 3,2 
2 9,9 7,5 54 34 
3 7,8 6,1 5,0 3,4 
4 10,6 8.0 5,9 3.8 


Die relative Vermehrung des Calciums ist schon bei Bestrahlung in 
Berlin gegeniiber den unbelichteten Kontrollen sehr deutlich: sie 
betragt 20 bis 25°... Sie ist in Davos noch weiter gesteigert und erreicht 
die héchsten Werte bei den in Davos unter weiter erniedrigtem Luft- 
druck gehaltenen Tieren. Die Berechnung ergibt hier nach Modus 4 
und 2 eine Abnahme des Quotienten auf fast ein Drittel des urspriinglichen 
Wertes. Diese Tatsache bildet eine Bestatigung der friiher bereits 
schon von einem von uns veréffentlichten Ergebnisse. 





Niere. 
Berlin unbelichtet Berlin belichtet Davos ‘Quvee ealtan . 
1 10,7 10,9 8,0 5.9 
2 11,1 10,8 8,6 7,8 


Die Bestrahlung in Berlin ist einfluBlos, die Hcochgebirgstiere zeigen 
deutliche Abnahme des Quotienten. Diese Ergebnisse miissen natiirlich, 
da die Niere ja Ausscheidungsorgan ist, anders gewertet werden als die 
der zuerst besprochenen Organe. Es sei daran erinnert, daS in friiheren 
Versuchen eine erhebliche Zunahme der Kaliumausscheidung durch 
den Harn bei Daveoser Tieren festgestellt wurde. 





Milz. 
Berlin unbelichtet Berlin belichtet Davos z Davos vondiiant 
1 14,4 14,3 8,9 5,0 
2 14,4 17,9 9,2 5,3 


Bei den Berliner belichteten Tieren ist gegeniiber den Kontrollen keine 
Abnahme, bei vermindertem Luftdruck findet sich eine ~unehmende 
Abnahme des Quotienten. 


Beziiglich des Knochens méchten wir von einer tabellarischen 
Ubersicht absehen, da die Schwankungen im Kalk- und Kaliumgehalt, 
wie sich aus den Ubersichten der Einzelwerte ergibt, bei den Davoser 
Tieren gréBer zu sein scheinen als der Wahrscheinlichkeit entspricht. 
Unterstellt man die Werte als richtig, so wire ebenfalls das Verhaltnis 
von Kalium zu Calcium bei den Davoser Tieren niedriger als bei den 
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Berliner Tieren. Ein Unterschied zwischen Berliner belichteten und 
unbelichteten Tieren besteht nicht. 

Wahrend das Verhiltnis Kalium zu Calcium bei den verschiedenen 
Organen unter verschiedenen Verhiltnissen einen deutlichen Gang 
zeigt, ist dies bei dem Verhaltnis von Calcium: Magnesium nicht in 
diesem Mae der Fall. Es mége jedoch eine Aufstellung, nach dem 
Verfahren 1 berechnet, hier Platz finden. 


Verhaltnis Calcium : Magnesium. 





Berlin unbelichtet Berlin belichtet Davos Davos verdiinnt 
] 
Leber | 1,28 1,51 1,43 2,34 
Herz. . me 1,94 1 '95 2,55 2,0 
Ms sg: Sete 1,95 2,2 1,53 2,02 
Lunge 2,7 3,0 2.63 3.4 
ae 1,6. 1,4 4 2.1 


Weitere Folgerungen sollen aus dieser Tabelle nicht hergeleitet 
werden. 

Eine Erklarung fiir die Entstehung der zum Teil sehr erheblichen 
charakteristischen Verschiebungen, die besonders im Kalium- und 
Calciumgehalt der Organe und ihres Verhaltnisses sowohl durch Licht- 
wirkung wie unter vermindertem Luftdruck auftreten, lat sich noch 
nicht geben. Sie kénnen vorliufig nur als solche registriert werden. 

Fragt man, auf welchen Faktoren die Anderungen des Verhiltnisses 
von K: Ca: Mg durch Strahlung und im Héhenklima beruhen, so zeigt 
eine Betrachtung der unteren Tabelle auf 8. 29, daB bei allen inneren 
Organen, abgesehen von den Nieren, eine Veranderung des absoluten 
Gehaltes an allen drei Elementen beteiligt ist in dem Sinne, daB der 
Kaliumgehalt stetig abnimmt, der an Calcium und Magnesium aber 
— abgesehen von dem Magnesiumgehalt der Leber — zunimmt. 

Leber, Lunge, Herz, Milz werden also, was von speziellem Interesse 
ist, an Kalium armer, an Calcium reicher. Dieses Verhalten ist vielleicht 
fiir die Lunge von besonderer Bedeutung, denn méglicherweise ist 
darin einer der Griinde fiir den bekannten besseren Verlauf der Lungen- 
tuberkulose im Héhenklima gegeben. 

Die absolute Zunahme des Calciums spielt wohl auch eine Rolle 
fir den giinstigen EinfluB, den Strahlung und Héhenklima auf 
Erregungszustande des Sympathicus und Stérungen der hormonalen 
Tatigkeit auBern (Thyreoidea). — Wie weit das starkere Hervortreten 
des Calciums gegeniiber dem Kalium, also das geanderte Verhdlinis 
zwischen beiden allein dafiir ausreichen wiirde, ist vorlaufig nicht zu 
entscheiden. 
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Es wird die Aufgabe weiterer Forschung sein, dem Mechanismus 
dieser Verschiebungen nachzugehen. Es liegt nahe, an kolloidchemische 
Anderungen zu denken, die auf irgendeine Weise mit Wasser- 
verschiebungen Hand in Hand gehen. 


Zusammenfassung. 


Strahlung und in noch héherem MafBe stirkere Luftverdiinnung 
vermégen das Verhiltnis von Kalium zu Calcium zu Magnesium in 
lebenswichtigen Organen zueinander zu verschieben. Diese Verschiebung 
kommt fast ausnahmslos zustande durch eine absolute Zunahme des 
Calciums und absolute Abnahme des Kaliums. 

Diese Ionenverschiebungen diirften nach mancherlei Richtungen 
hin fiir die giinstigen Wirkungen der Strahlung sowie des Héhenklimas 
in Krankheiten mitverantwortlich sein. 
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Studien iiber den Stoffwechsel des Herzmuskels. 


I. Mitteilung: 
Uber das Herzglykogen. 


Von 


Marcel Haendel und A. Munilla. 
(Aus dem Laboratorium der Medizinischen Klinik zu Montevideo, Uruguay.) 


(Eingegangen am 10. Mai 1929.) 


Wir verfiigen iiber mehrere Versuche iiber den Kohlehydratstoffwechsel 
des Herzens. Zuerst hat J. Miiller und dann andere Autoren festgestellt, 
daB das isolierte und pulsierende Katzenherz Zucker aus der Durchblutungs- 
fliissigkeit verbraucht. Auch steht nach Miiller und im Gegensatz zu 
Rosenheim und Locke die Milchsiurebildung im direkten Verhaltnis zum 
verbrauchten Zucker. Knowlton und Starling, Patterson und Starling, 
Cruickshank y Patterson haben die von einem Gramm Myokard und pro 
Stunde verbrauchte Zuckermenge berechnet bei normalen und diabetischen 
Katzen und Hunden. Nach MacLean ist der Zuckerverbrauch im Herzen 
der thyreoidektomierten Kaninchen vermindert und vermehrt bei epithel- 
kérperchenlosen Tieren. Nach Underhill und Prince ist der Zuckerverbrauch 
des ruhenden Herzens derselbe wie der des schlagenden. Auch im kiinstlich 
durchbluteten Menschenherzen konnte Stewart einen Zuckerverbrauch 
feststellen. Nach Camis, MacLean und Smedley kann der Herzmuskel 
auBer Glucose auch Fructose, Galaktose und Mannose verbrauchen, nicht 
aber Maltose, Xylose oder Raffinose. Der Zuckerverbrauch hangt von 
der Reaktion ab (Rona und Wilenko), ist den H-Ionen gegeniiber sehr 
empfindlich, nimmt zu bei der Arbeit, aber nicht in einem direkten und 
einfachen Verhiltnis (Camis, Gayda). Bei Adrenalinvorbehandlung ist 
der Zuckerverbrauch des Herzens vermindert. (Loewi und Weselko) Nach 
Kopelansky ist bei pankreasexstirpierten Tieren der Zuckerverbrauch des 
Herzens dreimal kleiner als bei den normalen. Die Schilddriisen- und 
Nebennierenexstirpation scheint den Zuckerverbrauch zu vermehren. Der 
Zusatz von Insulin zur Durchblutungsfliissigkeit vermehrt die Zucker- 
verwertung durch das Herz. 

Eine zuckerreiche Ernaihrung vermehrt nach Lipska-Mladowska den 
Glykogengehalt des Herzens bei Kaninchen, nicht aber bei Ratten. Nach 
Boruttau, Jensen vermindert sich das Herzglykogen bei der Arbeit weniger 
als das Muskelglykogen. Nach Jensen kann das Froschherz sogar arbeiten 
bei Zuckerfreiheit. Loewi und Weselko fanden, daB das isolierte Herz sein 
Glykogen verliert, falls die Durchblutungsfliissigkeit keinen Zucker enthalt. 
Die postmortale Zuckerzerstérung findet nach Boruttau im Myocard mit 
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mehr Intensitaét statt als im Skelettmuskel. Die histochemischen Unter- 
suchungen von Vohrwinkel an Kaltbliitern haben keinen EinfluB der Jahres- 
zeit, Hunger, Warme auf das Herzglykogen erweisen kénnen. Nach Fischer 
und Lockey enthalt das Herz diabetischer Hunde mehr Glykogen als das 
Herz normaler Tiere. Insulin bringt es wieder auf die Norm. Noll fand, 
daB der postmortale Glykogenschwund im Froschherzen rascher vor sich 
geht als im Skelettmuskel. 


Die Ergebnisse der Untersuchungen tiber den Kohlehydratstoff- 
wechsel des Herzens kurz zusammenfassend, kénnen wir folgendes 
sagen: 


1. Der Herzmuskel verbraucht den ihm zugefiihrten Zucker und 
bildet anscheinend Milchsaure. Es lieB sich jedoch nicht erweisen, 
daB ein strenges Verhaltnis zwischen Zuckerverbrauch und Herzarbeit 
besteht. 

2. Das Glykogen des Herzmuskels ist nicht in vollstandig gleicher 
Weise von denselben Einfliissen abhingig wie der Skelettmuskel. 
Der Hunger, Zuckerriibenernahrung, die Muskelarbeit beeinflussen 
nicht so gleichmaBig das Herzglykogen wie das Muskelglykogen. 
Auch gibt es Unterschiede im postmortalen Glykogenabbau zwischen 
Herz und Muskel. 

3. Es konnten Einwirkungen des endokrinen Systems auf den 
Kohlehydratstoffwechsel des Herzens festgestellt werden, so von 
Pankreas, Nebenniere, Schilddriise, Epithelkérperchen, ohne daB man 
zu eindeutigen Schliissen gelangen konnte. 

Wenn man diese Befiunde mit unserén Kenntnissen iiber die mecha- 
nische' und elektrische Physiologie des Herzens vergleicht, so sehen 
wir, daB die Biochemie des Herzens nicht damit gleichen Schritt gehalten 
hat. Es fehlt auch so manches in der Stoffwechsellehre des Herzens, weil 
man den Herzmuskel ,,a priori‘ mit dem Skelettmuskel analogisiert 
hatte. Wir hatten versucht, den Stoffwechsel des Herzmuskels unter 
verschiedenen experimentellen Bedingungen zu studieren und wollen 
hier tiber das Verhalten des Herzglykogens berichten. Wir haben Fak- 
toren von bekannter pharmakologischer Wirkung auf Herzfunktion 
und Zuckerstoffwechsel verwendet und haben ihren EinfluB auf den 
Glykogengehalt des Herzmuskels, des Skelettmuskels und der Leber 
und auf den Blutzucker untersucht. Im ganzen wurden 23 Hunde be- 
nutzt, und wir kénnen die Versuche in folgende Gruppen einteilen: 


1. Kontrollversuche, 

. Versuche mit Digitalis und Ouabain, 

. Versuche mit Coffein und Kampfer, 

. Versuche mit Calcium- und Kaliumionen. 

. Versuche mit den Inkreten Arenalin, Insulin und Thyroxin. 
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iter- Methodik. 

Tres - 

cher Die Versuchsanordnung kann folgendermaBen schematisiert werden: 

das Ein Hund, der ungefaéhr 24 Stunden gehungert hat, wird gewogen und 

and, : erhalt in intraperitonealer Injektion 2 g Traubenzucker fiir ein Kilogramm 

sich : Kérpergewicht in einer Lésung von 20%. Zu dieser Lésung wurden die 
: verschiedenen Substanzen zugesetzt, deren Wirkung auf das Glykogen 
: untersucht werden sollte. Eine Stunde spater wurde der Hund mittels 

off - : Karotidenschnitt geopfert und sofort Herz, Leber und Brustmuskel heraus- 


ides genommen, ebenso Blut fiir die Zuckerbestimmung. Die Organe werden 
i gewogen und ganz oder zum Teil zur Glykogenbestimmung nach Pjliiger 
verwendet. Es wird sehr rasch gearbeitet, um die Glykogenzersetzung 


und zu verhindern. Der Blutzucker wurde nach Folin-Wu bestimmt. 
sen, 
beit : Versuchsprotokolle. 
Kontrollversuche. 
sher : Hund Nr. 1. 7kg. Um 10 Uhr 10 Minuten 14g Glucose in einer 
é 20% igen Lésung intraperitoneal. Geopfert um 11 Uhr 15 Minuten. Es 
kel. ; g pe I 


werden herausgenommen 50 g Brustmuskel, 50 g Leber und das Herz (60 g). 
en AuBerdem 3 ccm Blut. 


a Glykogenwerte: in Herzmuskel . . . . 0,293g = 0,530% 
hen in 50g Skelettmuskel . 0,0982 g = 0,1964% 
in 50g Leber ... .0,84g = 1,68% 
den Blutzucker: 0,142 °%. 
von Hund Nr. 5. 7700g. Bekommt 15,4 g Glucose intraperitoneal. Ge- 
nan opfert nach einer Stunde. Es werden herausgenommen 20g Herzmuskel 
(Gewicht des ganzen Herzens 56 g), 20 g Brustmuskel], 15 g Leber (Gesamt- 
Den gewicht 220g) und 2cem Blut. 
al Glykogenwerte: in 20g Herzmuskel. . 0,152g = 0,76% 
in 20g Brustmuskel . 0,052g = 0,26% 
Iten in 15g Leber . . . . 0,160g = 1,023% 
weil Blutzucker: 0,160%. 
slert 
nter Hund Nr. 10. 6600 g. Bekommt 13,2 g Traubenzucker intraperitoneal. 
Geopfert nach einer Stunde. Es werden herausgenommen: 20 g Herzmuske| 
llen (Gewicht 50g), 20 g Brustmuskel, 15 g Leber (Gewicht 190g), 2 cem Blut. 
fak- Glykogenwerte: in 20g Herzmuskel. . 0,079 g = 0,395% 
tion in 20g Brustmuskel . 0,058 g¢ 0,290 % 
den in 15g Leber ... . 0,164g = 1,082 % 
»ber Blutzucker: 0,160 °%,. 
be- 
2: Versuche mit Digital und Ouabain. 
len: 


Hund Nr. 2. 5500g. Bekommt 11g Glucose und 2cem Digalen in 
intraperitonealer Injektion. Geopfert nach einer Stunde. Es werden heraus- 
genommen: Herz 45g, Brustmuskel 50g, Leber 50g, Blut 2 ccm. 


Glykogenwerte: in 45g Herzmuskel. . 0,1464g = 0,322% 
in 50g Brustmuskel . 0,092g = 0,184% 
in 50g Leber ... . 0,7lg 1,42% 
n. Blutzucker: 0,172 %. 
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Hund Nr.7. 5600g. Bekommt 11g Glucose und 6,5cem Digalen 
iritraperitoneal. Erbrechen nach 20 Minuten. Geopfert nach einer Stunde. 
Es werden herausgenommen: 20 g Herzmuskel (Gewicht 58 g), 20g Brust- 
muskel und 15g Leber (Gewicht 150g). 

Glykogenwerte: in 20 g Herzmuskel. . 0,0532 g = 0,266 % 
in 20g Brustmuskel . 0,052 ¢ 0,260 % 
in 15g Leber ... . 0,13¢ 0,858 % 

Traubenzucker: 0,136%. 


I 


I 


Hund Nr. 15. 6200g. Bekommt 12,4g Glucose und 8 ccm Digalen. 
Nach 20 Minuten Erbrechen, Unruhe, Atemnot. Geopfert nach einer Stunde. 
Es werden herausgenommen: 20 g Herz (Gewicht 50g), 20 g¢ Brustmuskel, 
15g Leber (Gewicht 180g), 2cem Blut. 


Glykogenwerte: in 20g Herz. . . . . 0,044g = 0,220% 
in 20g Brustmuskel . 0,050g = 0,250% 
in 15g Leber ... . 9,180g = 1,188% 


Blutzucker: 0,145%. 


Hund Nr. 13. 7500g. Bekommt 15g Glucose und 2,5 mg Ouabain 
Arnaud. 10 Minuten spater Erbrechen, groBe Unruhe, dann Schwiache, 
Atemnot, oberflachliche Atmung, fallt um; tot nach 50 Minuten. Es werden 
herausgenommen: 20 g Herz (Gewicht 60 g), 20 g Brustmuskel, 15 g Leber 
(Gewicht 215g) und 2cem Blut. 


Glykogenwerte:in 20g Herz. . . . . 008g =0,4% 
in 20g Brustmuskel . 0,0206g¢ = 0,13% 
in 15g Leber ... . 0,100g = 0,666% 


Blutzucker: 0,380%. 


4 


Hund Nr. 19. 900g. Bekommt 2g Glucose und 4%mg Ouabain 
Arnaud. 20 Minuten spater Erbrechen, Unruhe. Geopfert nach einer Stunde. 
Es werden herausgenommen: 7g Herz (Gewicht 7g), 10g Brustmuskel, 


15g Leber (Gewicht 50g) und 1 ccm Blut. 


Glykogenwerte:in 7g Herz ... . . 0,0294g = 0,42% 
in 10g Brustmuskel . 0,024g = 0,24% 
in 15g Leber ... . 0,1614g = 1,056% 


Blutzucker: 0,240 %. 


Versuche mit Campfer und Coffein. 


Hund Nr. 8. 8000g. Bekommt 16g Glucose und 10 cem Hexeton. 
Nach 2 Minuten epileptiforme Krampfe, tonisch-klonische Kontraktionen, 
Opisthotonus, Zuckungen im Facialis- und Trigeminusgebiet. Schaum vor 
dem Mund, Defaikation, Miktion, Dyspnoe (120 Atemziige). Tot nach 
15 Minuten. Es werden herausgenommen: 20g Herz (Gewicht 60g), 
20 g Brustmuskel, 15 g Leber (Gewicht 250g), 2ccm Blut. 


Glykogenwerte: in 20g Herz. . . . . 0,0456g = 0,228% 
in 20g Brustmuskel . 0,0352 g = 0,176% 
in 15g Leber ... . 0,048g = 0,297% 

Blutzucker: 0,370%. 


: 
. 
? 
| 





Na 
her 
(Ge 


Gly 


0,4 


2c 
GI. 








len 
Je. 


st- 


- SIE 8 ORE pear 8 SoS OIE So, 


Stoffwechsel des Herzmuskels. 39 


Hund Nr. 14. 7500g. Bekommt 15g Glucose und 4ccem Hexeton. 
Nach 10 Minuten Erbrechen. Geopfert nach einer Stunde. Es werden 
herausgenommen: 20 g Herz (Gewicht 55 g), 20 g Brustmuskel, 15 g Leber 
(Gewicht 190g), 2ccm Blut. 


Glykogenwerte: in 20g Herzmuskel. . 0,096 g = 0,48% 
in 20g Brustmuskel . 0,035g = 0,175% 
in 15g Leber ... . 0,160g = 1,056% 


Blutzucker: 0,260%. 


Hund Nr. 17. 6000g. Bekommt 12g Glucose intraperitoneal und 
0,40 g Coffein. Geopfert nach einer Stunde. Es werden herausgenommen : 
20g Herz (Gewicht 50g), 20g Brustmuskel, 15g Leber (Gewicht 190 g), 
2cem Blut. 


Glykogenwerte: Herzmuskel .......... 0,50% 
eee a a. eae 
BR ig 


Blutzucker: 0,210 mg-%. 


Hund Nr. 18. 900g. Bekommt 2 g Glucose und 0,40 g Coffein. Nach 
10 Minuten wiederholtes Erbrechen, Unruhe, dann Bewegungslosigkeit. 
Tot nach 25 Minuten. Es werden herausgenommen: 8g Herz (total), 
10 g Brustmuskel, 15 g Leber (Gewicht 52 g), 2ccm Blut. 


Glykogenwerte: Herzmuskel .......... 0,18% 
Skelettmuskel . . Serre 
Leber . pend iat oa) a" 


Blutzucker: 0,300 mg-%. 


Versuche mit K- und Ca-Ionen. 


Hund Nr.6. 5700g. Bekommt intraperitoneal 11,4g Glucose und 
16g KCl. Stirbt nach einer halben Stunde. Es werden herausgenommen : 
20 g Herz (Gewicht 47 g), 20 g Muskel, 15 g Leber (Gewicht 180g), 2 ccm 
Blut. 

Glykogenwerte: in 20g Herzmuskel. . 0,12 g 0,6% 
in 20g Skelettmuskel. 0,022 g 0,11% 
in 15g Leber ... . 0,030g = 0,198% 


Blutzucker: 0,100 mg-%. 


I 


Hund Nr. 16. 5000 g. Bekommt 10 g Glucose und 5g KCl. Geopfert 
nach einer Stunde. Es werden herausgenommen: 20 g Herz (Gewicht 46 g), 
20 g Brustmuskel, 15g Leber (Gewicht 185g), 2cem Blut. 


Glykogenwerte: Herzmuskel .......... 0,50% 
Skelettmuskel ... . ree 4 
Rae eee, SS, YS ie 


Blutzucker: 0,130 mg-%. 
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Hund Nr. 9. 9700g. Bekommt 19g Glucose und 10g CaCl, intra- 
peritoneal. Einige Minuten spater wiederholtes Erbrechen, Nackenstarre, 


Bellen, Zittern, diskontinuierliche Atmung. Tot nach 55 Minuten. 
werden herausgenommen: 20g Herz (Gewicht 70g), 


15g Leber (Gewicht 340g), 2ccem Blut. 


Glykogenwerte : in 
in 
in 


Hund Nr. 12. 


Nach 15 Minuten 


20 g Brustmuskel, 


Glykogenwerte : in 
in 
in 


Versuche mit den Inkreten Adrenalin, Insulin und Thyrozxin. 


Hund Nr. 3. 7200 g. 


20 g Herzmuskel . 
20 g Brustmuskel 
15g Leber 


. 0,058 ¢ = 0,290% 
. 0,040 ¢ = 0,20% 
. 0,056 ¢ = 0,3696% 


Blutzucker: 0,296 mg-%. 


Es 


20g Brustmuskel. 


12300 g. Bekommt 24,6g Glucose und 5g CaCl,. 
dann Somnolenz. Geopfert nach 
einer Stunde. Es werden herausgenommen: 20g Herz (Gewicht 78 g), 
15g Leber (Gewicht 320g), 2ccem Blut. 


Erbrechen, Zittern, 


20 g Herzmuskel . 


20g Skelettmuskel . 
. 0,064g = 0,4424% 


15g Leber 


. 0,0548 g = 0,274 %, 


0,0336 g = 0,168 %, 


Blutzucker: 0,198 mg-%. 


Bekommt 14g Glucose und 2mg Adrenalin, 


Geopfert nach einer Stunde. Es werden herausgenommen: das Herz (47 g), 
50 g Brustmuskel, 50 g Leber, 3ccm Blut. 


Glykogenwerte : in 
in 
in 


47g Herz. 
50 g Muskel . 
50 g Leber 


. 0,1296 4 —_ 0,2721 % 
. 0,0544 g = 0,1088 % 
. 0,433 g = 0,866 % 


Blutzucker: 0,142 mg-%. 


Hund Nr. 4. 4400g. Zwei Tage Hunger, dann 1 mg Adrenalin intra- 


peritoneal. Verliert 200g an Gewicht. 
Herz (30g), 20g Brustmuskel, 15 g Leber (Gewicht 180g), 2ccm Blut. 


Glykogenwerte: in 30g Herz . 
in 20g Muskel . 
in 15g Leber . 

Blutzucker: 0,182 mg-%. 


Hund Nr. 11. 


Insulin Lilly intraperitoneal. 


. 012g = 0,396% 
. 0,032 ¢ = 0,160% 
. 010g = 0,666% 


Es werden herausgenommen: 


10200 g. Bekommt 20,4 g Glucose und 30 Einheiten 


Geopfert nach einer Stunde. 


werden 


herausgenommen: 20 g Herz (Gewicht 75 g), 20 g Brustmuskel, 15 g Leber 
(Gewicht 300 g), 2cem Blut. 
Glykogenwerte: in 20g Herz . 
in 20g Muskel . 
in 15g Leber 
Blutzucker: 0,129 mg-%. 


. 0,096 g = 0,480% 
. 0,0616 g = 0,308 %, 
. 0,184 g 


I 


1,2144% 
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Hund Nr. 20. 8500g. Bekommt 17g Glucose intraperitoneal und 
100 Einheiten Insulin Schering subkutan. Geopfert nach einer Stunde. 
Es werden herausgenommen: 20 g Herz (Gewicht 70 g), 20 g Brustmuskel, 
15g Leber (Gewicht 180g), 2cem Blut. 

Glykogenwerte:in 20g Herz. ....90,llg =0,55% 
in 20g Muskel. . . . 0,108g = 0,54% 
1,2321 % 


! 


I 


in 15g Leber ... . 0,185¢ 
Blutzucker: 0,068 %. 


Hund Nr. 21. 11000g. Bekommt 22g Glucose intraperitoneal und 
100 Einheiten Insulin (Schering) subkutan. Geopfert nach einer Stunde. 
Es werden herausgenommen: 20g Herz (Gewicht 75g), 20g Muskel, 
15g Leber (Gewicht 320 g). 

Glykogenwerte: in 20g Herz. . . . . 0,134g = 0,670% 
in 20g Muskel. . . . 0,071g = 0,395% 
in 15g Leber ... . 0,200g = 1,320% 


Blutzucker: 0,080 mg-°%. 


Hund Nr. 22. 9000g. Bekommt 18g Glucose und 4 mg Thyroxin 
(Squibb u. Sons) intraperitoneal. Geopfert nach einer Stunde. Es werden 
herausgenommen: 20g Herz (Gewicht 70g), 20g Muskel, 15g Leber 
(Gewicht 225g), 2cem Blut. 

Glykogenwerte: in 20g Herzmuskel. . 0,14g . = 0,70% 
in 20g Brustmuskel . 0,041 g = 0,205% 
in 15g Leber ... . 0,01356g = 0,897% 


Blutzucker: 0,175 mg-%. 


Hund Nr. 23. 13000g. Bekommt 25g Glucose und 6mg Thyrosin 
(Squibb) intraperitoneal. Na¢gh 10 Minuten Unruhe, Zuckungen, Somno- 
lenz. Geopfert nach einer Stunde. Es werden herausgenommen: 20g 
Herzmuskel (Gewicht 270 g), 20 g Brustmuskel, 15 g Leber (Gewicht 270 g), 
2cem Blut. 

Glykogenwerte: in 20g Herzmuskel . . 0092g = 0,46% 
in 20g Skelettmuskel. 0,038 g¢g = 0,19% 
in 15g Leber ....0,12g = 0,799% 


Blutzucker: 0,240 mg-%,. 


Zusammenfassende Tabelle. 











i} ° Herze | Muskels Lebers Bluts 
Hund } Gewicht Glucose a ~ a glykogen | glykogen Po waned ies 
Nr. | a g %% %o 9/9 mge®/o 
: ] Geer = — — = T = = — - 
1 7,0 | 14 0,530 [ 0,196 1,6800 | 0,142 
5 7,7 15,4 0,760 | 0,260 1,0230 | 0,160 
10 6,6 | 13,2 0,395 | 0,290 1,0829 | 0,160 


Im Durchschnitt: | 0,561 | 0,248 | 1,2619 | 0,154 
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: } Herzs . . * 

Hund | Gewicht Glucose ee glykogen penn dae =. 
Nr. kg | x %p 9 %o mg*°/o 
2] 65 | 11 Digalen 2 cem | 0,322 0,184 | 1,4200 0,174 
7 || 56 | 11 a 0,266 | 0,260 | 0,8580 0,136 
15 ||. 6,2 12,4 | 2 Ps ~ 0,220 | 0,250 | 1,1880 | 0,145 
13 7,5 15 Ouabain 2'/.mg | 0,400 0,130 0,6660 0,380 
19 0,9 a4 “ = 0,420 0,240 1,0560 0,240 
17 6,0 12 | Coffein 0,40 ¢ 0,500 | 0,201 0,8650 | 0,210 
19 | 69 | 2 , 040¢ | 0180 | 0120 | 0297 0,300 
8 8,0 16 | Hexeton10cem § 0,228 | 0,176 | 0,2790 | 0,370 
14 Ct Be a eas 0,480 | 0,175 | 1,0560 | 0,260 
6 5,7 114 | KCl 16¢ 0,600 | 0,110 0,1980 | 0,100 
16 5,0 ee oS 5¢g | 60,500 | 0,270 0,9560 0,130 
9 | 97 | 19 CaCl, 10g | 0,290 | 0,200 | 0,3696 0,296 
12 | 128 24,6 js 5g 0,274 0,168 0.4424 0,198 
3 7,2 14 | Adrenalin 2mg | 0,272 0,1088 | 0,8660 | 0,142 
+ 44 — | re i 0,396 0,160 | 0,6666 0,182 
11 14,2 20,4 | Insulin 30 Un. 0,480 0,308 1,2100 | 0,129 
20 8,5 a 4 oe | ae 0,550 0,530 1,2321 0,068 
21 11,0 22 ge 0,670 | 0,895 | 1,3290 0,080 
22 9,0 18 | Thyroxin 4mg | 0,700 0,205 0,8978 0,175 
28 | 180 | 2 | ° * 0,460 | 0,190  0,7990 0,240 


Die Glykogenwerte bei den Kontrolltieren und unter den oben 
beschriebenen Versuchsbedingungen betrugen im Durchschnitt 0,561 °, 
im Herzmuskel, 0,248 °,, im Skelettmuskel und 1,2619° in der Leber. 
Das Verhiltnis des Glykogens des Herzens zu dem des Muskels war 
ungefihr wie 2:1, die Leber enthielt ungefahr zweimal soviel Glykogen 
wie der Herzmuskel und viermal soviel wie der Skelettmuskel. Der 
Blutzucker war 0,154°, im Durchschnitt. 


Wenn man die Versuche an digitalisierten Tieren beobachtet, so 
sieht man, daB das Hexzylykogen ziemlich bedeutend vermindert ist. 
Die Werte sind 0,322 °%, 0,266 °, und 0,22°%, ungefahr um 50%, ver- 
mindert. In diesen Tieren ist der Glykogengehalt des Herzmuskels 
fast gleich dem des Skelettmuskels. Im Gegensatz zu dieser Verminde- 
rung des Herzglykogens liefern der Muskel und die Leber bei digitali- 
sierten Tieren keine nennenswerten Veranderungen, wie es ja aus den 
Versuchsprotokollen zu ersehen ist. 


Kurz zusammengefaBt setzt Digitalis (2 bis 8cem Digalen ent- 
sprechend 0,30 bis 1,2 g Pulv. fol. Digitalistitrat.) das Herzglykogen 
bedeutend herab, ohne das Glykogen des Skelettmuskels und der Leber 
zu beeinflussen. In Ubereinstimmung damit ist der Blutzucker normal, 
da es sich nicht um allgemeine Glykogenmobilisierung handelt. Die 
Wirkung der Digitalis auf den Kohlehydratstoffwechsel, an den Ande- 
rungen des Organglykogens beurteilt, ist spezifisch und charakteristisch. 
Und diese Feststellung der spezifischen Wirkung der Digitalis auf das 
Herzglykogen bildet ein biochemisches ,,Pendant‘* zu der pharmako- 
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dynamischen, so elektiven Wirkung der Digitalisglucoside. Es ist zu 
verstehen, daB die Digitalis, indem sie die Kontraktilitat des Herz- 
muskels steigert, seine Glykogenreserven vermindert, ahnlich wie es 
bei Kontraktilitatsinderungen im Skelettmuskel zu beobachten ist. 
Unsere Versuche beweisen, wie auch die oben angefiihrten Arbeiten, 
daB den Kohlehydraten eine wichtige Rolle als Energiequelle bei der 
Herzmuskelkontraktion zukommt. Auch kiénnen gewisse therapeutische 
Schliisse gezogen werden, insbesondere der, daB bei Digitaliskuren 
Zucker dem Organismus zur Verfiigung gestellt werden soll. Dies hat 
bereits Biidingen empfohlen, indem er intravenése Traubenzucker- 
injektionen bei Herzkranken in Anwendung brachte. 

Wenn man die Wirkung von Ouabain mit der von Digitalis 
vergleicht, so sieht man gleich, dafB das erstere eine Hyperglykiimie 
erzeugt. Ein Hund, der eine tédliche Dosis erhielt (214 mg) hatte einen 
Blutzucker von 0,38 °/, und dementsprechend eine allgemeine’*Glykogen- 
mobilisierung, eine starke Glykogenverminderung in der Leber und im 
Muskel, weniger im Herzen. Eine geringere Ouabaindosis verursachte 
eine maBige Verminderung des Herz- und des Leberglykogens mit 
Hyperglykamie. Also groBe Dosis macht allgemeine Glykogenmobili- 
sierung, kleine Dosis setzt das Herzglykogen etwas herab, aber weniger 
als Digitalis. Es sind zwei Unterschiede der Digitalis gegeniiber vor- 
handen, erstens die geringere Wirkung auf das Herzglykogen und zweitens 
die viel leichtere allgemeine Mobilisierung des Glykogens durch das 
Ouabain mit Hyperglykamie. Dies wiirde eine gewisse biochemische 
Erklarung dafiir liefern, dab die therapeutische und die toxische Dosis 
bei den Ouabainen und Strophantinen so nahe gelegen sind. Die 
geringere Wirkung auf das Herzglykogen diirfte mit der im Vergleich 
zu den Digitalisglucosiden kleineren Affinitat des Strophantus zum 
Herzmuskel (Meyer und Gottlieb) zusammenhingen. 

Kampfer in der Form von Hexeton und in starker Dosis rief einen 
intensiven Anfall epileptiformer Krampfe, der, wie zu erwarten war, 
das Glykogen in der Leber und auch im Muskel und im Herzen stark 
verminderte. Eine kleinere Dosis setzte das Glykogen im Skelettmuskel 
herab, weniger in der Leber, gar nicht im Herzen. In beiden Fallen hohe 
Hyperglykamie. Kampfer setzt, in therapeutischer Dosis und bei nor- 
malen Tieren angewendet, das Herzglykogen nicht herab. Toxische 
Dosen mobilisieren das Gesamtglykogen. Dies stimmt mit der Phar- 
makodynamie iiberein, die uns lehrt, daB Kampfer kaum auf das normale 
Herz einwirkt. 


Eine starke Coffeindosis hatte auBer der bekannten Hyperglykamie 
eine allgemeine Glykogenmobilisierung zur Folge, sogar noch mehr aus- 
gepragt im Muskel als beim Kampfer. Und dies, ohne Krampfe hervor- 
zurufen. In schwacher Dosis vermindert Coffein das Glykogen in der 
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Leber und im Muskel, jedoch nicht im Herzen. Im groSen und ganzen 
eine dem Kampfer ahnliche Wirkung. Die Muskelwirkung ist blo’ 
deutlicher, was wohl durch die charakteristische Wirkung des Coffeins 
auf den Tonus und die Kontraktilitat des Skelettmuskels seine Erklarung 
findet. 


Kaliumchlorid in tédlicher Dosis provozierte eine Verminderung 
des Leber- und Muskelglykogens, lieB jedoch das Herzglykogen un- 
verandert. Eine geringere Dosis mobilisierte das Leberglykogen, hatte 
aber auf das Herzglykogen keinen Einflu8. Diese geringe Einwirkung der 
Kaliumionen auf das Herzglykogen, auch wo sie Tod durch Herz- 
lahmung zur Folge haben, stimmt gut mit der pharmakodynamischen 
Kaliumwirkung tiberein. Kalium vermindert den Herzmuskeltonus und 
verursacht den Tod in der Diastole. Folglich ist angesichts dieser in 
der Hauptsache lahmenden Kaliumwirkung auf das Herz kein Einflu8 
auf das Herzglykogen zu erwarten. Wir wollen noch bemerken, daS 
durch Kalium eine Hypoglykamie zustande kam. 


Durch eine starke Dosis von Calciumchlorid kam eine starke 
allgemeine Verminderung des Glykogens in der Leber, im Muskel und 
im Herzen zustande. Eine geringer Dosis wirkte weniger auf das Leber- 
glykogen, desto mehr auf das Muskel- und Herzglykogen. Auch dies 
stimmt mit der pharmakodynamischen Wirkung des Calciums, das den 
Herztonus und die Kontraktilitat erhéht und den Tod in der Systole 
verursacht. Diese krampfsteigernde Wirkung des Calciums auf den 
Herzmuskel lieB eine Verminderung des Glykogens erwarten. Es war 
eine ausgesprochene Hyperglykamie zu beobachten. 


Nach Fr. Kraus und 8. G. Zondek liegt dem Calcium-Kalium- 
entagonismus eine Sympathikus-Parasympathikus-Beeinflussung zu- 
grunde. Unsere vorliegenden Versuche tiber das Herzglykogen passen 
gut mit der Krausschen Theorie zusammen, ebenso die Einwirkung 
von Kalium und Calcium auf den Blutzucker. 


Adrenalin verminderte das Glykogen der Leber, des Muskels und 
auch des Herzens. Mit der allgemeinen Glykogen mobilisierenden 
Adrenalinwirkung, die von Gatin-Gruzewska und anderen studiert 
wurde, kombiniert sich hier noch die Acceleranswirkung auf das Herz. 
Durch diese allgemeine und spezielle Adrenalinwirkung erklart sich 
die Verminderung des Herzglykogens. 


Es gibt neuere Untersuchungen zur Frage der Bedeutung des 
Pankreas und des Insulins fiir den Zuckerstoffwechsel des Herzens. 
Wir haben bereits die Ergebnisse von Kopelanski erwaihnt, der einen 
verminderten Zuckerverbrauch im Herzen von pankreaslosen Tieren 
feststellte. Fischer und Lockey fanden eine Vermehrung des Herzglyko- 
gens bei diabetischen Hunden und eine Verminderung desselben unter 
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dem Einflu8B von Insulin. Schon vor Jahren fand Cruickshenk den 
Durchschnitt des Herzglykogens bei pankreaslosen Hunden héher als 
bei normalen (0,7°%, gegen 0,5°,). Banting, Best, Collip, Macleod, 
Noble kamen zu folgenden Ergebnissen: Das Herzglykogen von drei 
pankreaslosen und mit Zucker behandelten Hunden oszillierte zwischen 
0,79 und 0,98 °,,, und bei vier diabetischen und mit Insulin und Zucker 
behandelten Tieren waren die Werte 0,725 bis 0,296 %,. Diese Versuche 
beweisen also, daB Insulin das Herzglykogen diabetischer Tiere ver- 
mindert. Das Herzglykogen verhalt sich also umgekehrt als das Leber- 
glykogen, das bei diabetischen Tieren heruntergeht, um durch Insulin- 
behandlung wieder zu steigen. 

Welche Wirkung hat das Insulin auf den Glykogengehalt normaler 
Tiere? Einer von uns (Haendel) hat mit Collazo und Rubino als erster 
nachgewiesen, daB Insulin das Muskelglykogen normaler Tiere vermehrt, 
falls man genug Zucker verabreicht und die Krampfe verhindert. Auch 
in den vorliegenden Versuchen stieg unter Insulinwirkung das Muskel- 
glykogen an, weniger das Leberglykogen. Betreffs des Herzglykogens 
miissen wir zugeben, da im Mittel die Werte bei den Insulintieren 
wenig gegeniiber denen der Kontrolltiere verindert sind (0,57 und 
0,561 %). In unseren Versuchsbedingungen und bei normalen Tieren 
zeigte sich also das Herzglykogen von der Insulinwirkung unabhiangig. 
Es scheint, daB das Herz normalerweise schon iiber den maximalen 
Glykogengehalt verfiigt, der schwer durch auBere Einwirkungen ge- 
steigert werden kann. Dies ist ein wichtiger Unterschied im Vergleich 
zum Skelettmuskel. Haendel und Collazo konnten ebensowenig im 
isolierten Froschherzen und mit graphischen Metheden eine Wirkung 
des Insulins feststellen. ' ; 

Unsere Versuche mit Thyroxin ergaben folgendes: Bei Anwendung 
von 6 mg Thyroxin wurde eine Hyperglykimie von 0,24 °%, beobachtet 
gleichzeitig mit einer Mobilisierung des Leber- und Muskelglykogens. 
Ein anderer Versuch mit 4 mg Thyroxin ergab keine Hyperglykamie, 
jedoch eine gewisse Glykogenmobilisierung. Die Werte fiir das Herz- 
glykogen waren im ersten Fall 0,46°, und im zweiten 0,7 °,, also un- 
gefahr normal. Dieser geringe Einflu8 von Thyroxin auf den Glykogen- 
gehalt des Herzens bildet einen interessanten Unterschied im Vergleich 
zu Adrenalin. 

Zusammenfassung. 


1. Es wird der Glykogengehalt des Herzmuskels, des Skelett- 
muskels, der Leber und des Blutzuckers untersucht nach intraperi- 
tonealer Einverleibung von 2g Glucose fiir 1 kg Gewicht und von 
verschiedenen pharmakologischen Faktoren. 

2. Bei Kontrolltieren fanden sich Glykogenwerte von 0,567 °,, im 
Herzen, 0,248 % im Muskel und von 1,2619°%, in der Leber. 
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3. Bei Digitalistieren sinkt das Herzglykogen betrichtlich ab, 
nicht aber das Muskel- und das Leberglykogen. 

4. GroBe Dosis Quabaine mobilisierte das Allgemeinglykogen, 
geringere Dosis verminderte das Herzglykogen und auch das Leber- 
glykogen. Es besteht Hyperglykimie. 

5. Kampfer (Hexeton) in starker Dosis verminderte alle Glykogen- 
werte, in geringerer Dosis hatte es keinen EinfluB auf das Herzglykogen. 
Es besteht Hyperglykamie. 

6. Coffein hat eine der des Kampfers ahnliche Wirkung, die Wirkung 
auf das Muskelglykogen ist starker. 

7. Kaliumchlorid hat keine Wirkung auf das Herzglykogen, ver- 
mindert jedoch das iibrige Glykogen. Es besteht Hypoglykamie. 

8. Calciumchlorid ruft eine starke Verminderung des Herzglykogens 
hervor, in starker Dosis auch des tibrigen Glykogens. Es besteht 
Hyperglykamie. 

9. Adrenalin wirkt allgemein glykogenmobilisierend. 

10. Unter unseren Versuchsbedingungen und bei normalen Tieren 
zeigte sich das Herzglykogen von der Insulinwirkung unabhangig im 
Gegensatz zu dem Verhalten der pankreaslosen Tiere. 

11. Thyroxin hatte wenig EinfluB auf den Glykogengehalt des 
Herzens, verminderte jedoch das Muskel- und das Leberglykogen. 
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Mikro-Calciumbestimmung im Serum und Plasma. 


Von 
B. Groak. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der PAzmaény-Péter-Universitat, 
Budapest.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1929.) 


Fiir manche Zwecke schien es zweckmabBig, eine Methode zu be- 
sitzen, mit deren Hilfe die Venenpunktion zur Blutentnahme um- 
gangen werden kann. Besonders wichtig ist dies bei Serienunter- 
suchungen, wo nicht nur die haufige Venenpunktion als solche zumindest 
unbequem und vielleicht auch nicht ganz unbedenklich erscheint, 
sondern es miissen waihrend einer Serie letzten Endes nicht ganz un- 
betrachtliche Blutmengen entnommen werden, erfordern doch zwei 
Parallelbestimmungen mit je 1 ccra Serum ausgefiihrt etwa 5 ccm Blut. 
Dieser letztere Nachteil kommt auch im Tierexperiment zuz Geltung, 
besonders, wenn man mit kleineren Tieren, wie Kaninchen oder Meer- 
schweinchen, arbeiten will. 

Ich trachtete daher eine Methode auszuarbeiten, welche die Be- 
stimmung des Calciums in 0,1 ccm Serum oder Plasma mit annahernd 
derselben Genauigkeit gestattet, wie die Methoden, die mit 1 ccm 
arbeiten. 

Bald stellte es sich heraus, daB die Methoden, die mit EiweiBfallung 
arbeiten, fiir diesen Zweck nicht brauchbar sind. Die verlaBlichste 
Ausfallung des Calciums ist die mit Oxalat, sie liefert aber bei sehr kleinen 
Mengen nur dann exakte Werte, wenn eine gewisse minimale Kon- 
zentration nicht unterschritten wird. Dies ist aber bei der EiweiSfallung 
in so geringen Mengen des Ausgangsmaterials unvermeidlich, und es 
kénnte ihr nur durch nachtrigliches Eindampfen geholfen werden. 
Ganz abgesehen von dem Plus an Zeit und Arbeit, éffnet jedoch diese 
Komplikation so vielen Fehlerquellen und Verlustméglichkeiten den 
Weg, die ja bei einer Mikromethode viel schwerer als bei den Makro- 
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methoden ins Gewicht fallen, daB auf eine EnteiweiBung verzichtet 
wurde, um so mehr, als wir auch erprobte Makromethoden besitzen, 
die keine EnteiweiBung verlangen, und es sich herausstellte, daB das 
EiweiB die Calciumfallung auch in kleinsten Mengen nicht merklich 
beeinfluBt. 

Eine solche, die Kramer-Tisdallsche, wurde auch diesem Verfahren 
zugrunde gelegt, nur muBten die fallenden Konzentrationen genau 
auf das Optimum eingestellt, die Bildung eines organischen Nieder- 
schlages muBte verhindert und die Titration auf die Jodometrie um- 
gestellt werden, die bei so kleinen Mengen allein empfindlich genug 
ist. Wenn die gesamte Fliissigkeitsmenge nicht mehr wie 2 bis 3 ccm 
betragt, kann man mit einer n/1000 Thiosulfatlésung mit Leichtigkeit 
bis auf 0,01 ccm genau titrieren, und da dies 0,0002 mg Calcium ent- 
spricht, die in 0,1 cem Serum enthaltene Gesamtmenge dagegen etwa 
zwischen 0,01 und 0,02 mg schwankt, kann der Titrierfehler nicht mehr 
wie 1 bis 2°, des Wertes betragen. Wenn wir hierzu bemerken, dab 
die anerkannte Kramer-Tisdallsche Halbmikromethode mit einer 
Genauigkeit von héchstens einem halben Tropfen (0,02 ccm) einer 
n/100 Permanganatlésung ausgefiihrt werden kann, welche 0,004 mg- 
Calcium entsprechen, die Gesamtmenge dagegen 0,1 bis 0,2 mg betragt, 
sehen wir, daB hier der Titrierfehler an und fiir sich etwa doppelt so 
groB (2 bis 4%) geschitzt werden kann. Die Empfindlichkeit der 
jodometrischen MaBanalyse erméglicht daher die titrimetrische Bestim- 
mung von Mengen, wie sie in 0,1 com Serum enthalten sind, voraus- 
gesetzt, daB sie quantitativ gefallt und der Jodometrie zuginglich 
gemacht werden kénnen. 

Was die Fallung so kleiner Mengen anbelangt, stellte es sich heraus, 
dai ein groBer Uberschu8 des Fallungsmittels notwendig ist, dabei aber 
das Ausgangsmaterial nicht mehr wie auf das Fiinffache verdiinnt 
werden darf, da sonst Verluste entstehen. Das Waschen des Nieder- 
schlags hat auch mit médglichst kleinen Fliissigkeitsmengen zu ge- 
schehen, da es ja einen absolut unléslichen Niederschlag nicht gibt. 
ZweckmaBig wird hierzu anstatt von Wasser eine 2 °,-ige Ammoniak- 
lésung verwendet, worin die Léslichkeit des Niederschlags noch geringer 
als in destilliertem Wasser ist. Daraus, daB das Waschen mit geringen 
Mengen (0,5 cem), die fiir ein Abspiilen der Wande des FallungsgefaBes 
nicht ausreichen wiirden, geschehen mu, erwachst die Forderung, 
daB dié Wande der Fallungsréhrchen von der Fallungsfliissigkeit usw. 
nicht benetzt werden diirfen. Daher miissen die Pipetten auBerlich 
trocken tief in die Réhrchen eingefiihrt, ihr Inhalt auf den Boden 
getropft und zuletzt dicht an der Fliissigkeitsoberflache an der Wand 
abgestrichen oder ausgeblasen werden. Dies ist bei der Serumpipette, 
bei der Oxalatpipette sowie bei der Permanganatpipette erforderlich. 
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Die Entfernung der Waschfliissigkeit aber mu8B mit dem bekannten 
Heberapparat vorgenommen werden. 

Zur Vermeidung eines organischen Niederschlags mu8 das Serum 
oder das Plasma kurz vor der Bestimmung unbedingt zentrifugiert 
werden. Die minimalsten Mengen, die mitunter doch entstehen diirften, 
stéren nicht merklich. 

Die jodometrische Erfassung des Niederschlags geschieht, indem 
durch ihn ein im Uberschu8 zugesetztes Oxydationsmittel reduziert 
und der Uberschu8 an Oxydationsmittel nach bekannter Art jodo- 
metrisch bestimmt wird. Zugleich wird ein Leerversuch mit derselben 
Menge des Oxydationsmittels angestellt, die Differenz ergibt die Menge 
des vom Niederschlag verbrauchten Oxydationsmittels an. Durch diese 
Anordnung wird die genaue Titerstellung des Oxydationsmittels iiber- 
fliissig und auch etwaige Pipettenfehler ausgeglichen, sofern man 
zum Leer- wie zum Vollversuch dieselbe Lésung und die gleiche Pipette 
benutzt. Als Oxydationsmittel hat sich nach vielen Versuchen das 
Permanganat am besten bewahrt. Die Oxydation des Oxalats, wie auch 
das Freimachen von Jod aus dem Jodid wird durch ihn rasch und 
glatt unter Bedingungen bewerkstelligt, wobei minimale organische 
Verunreinigungen nicht merklich stéren. Auch halt sich die Lésung 
wahrend der erforderlichen Dauer von einigen Stunden vollkommen 
unverandert. 

Eine genaue Titerstellung ist nur bei der Thiosulfatlésung er- 
forderlich, welche aber taglich wiederholt werden mu8. Sie kann 
mit Jodsaure oder mit genau gestellter Oxalatlisung geschehen. 

Wie alle Mikromethoden, erfordert auch diese Methode ein peinlich 
sauberes und durchaus exaktes Arbeiten, dabei sorgfaltig hergestellte 
Reagenzien. Samtliche Glasgegenstaénde miissen nach jedem Gebrauch 
mit Chromschwefelsiure gereinigt werden. Die Pipetten miissen auBer- 
lich méglichst trocken sein, diirfen aber nur mit reinstem FlieSpapier 
abgewischt werden. Am besten werden sie so wenig wie irgend méglich 
in die Lésungen eingetaucht, wobei sich dann ein nachtragliches Ab- 
trocknen meistens eriibrigt. Die Serumpipette mu eine genaue, auf 
, EinguB‘ geeichte 0,1 ccm fassende Kapillarpipette sein, wie sie auch 
zur Hagedorn-Jensenschen Blutzuckerbestimmung verwendet wird. 
Die Mikrobiirette soll 2 ccm fassen und in 0,01 ccm geteilt sein. Auch 
soll sie ein langes, feines AusfluBrohr besitzen. Die tibrigen Pipetten 
miissen nicht besonders geeicht sein, sofern man zur Permanganat- 
lésung immer die gleiche Pipette benutzt. 

Als Fallungsréhrchen verwende man die gebriuchlichen Calcium- 
réhrehen von 6 bis 8ccm Inhalt, ihr unteres, konisches Ende muB8 
einen Winkel von etwa 60 bis 80° bilden und darf nicht ausgebuchtet 
sein. 
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Erforderliche Lisungen. 


Zu simtlichen Lésungen verwendet man am zweckmaBigsten doppelt 
destilliertes Wasser, insbesondere zu den Permanganat- und Schwefelsaure - 
lésungen, wie auch bei der Herstellung der zur Titerstellung notwendigen 
Oxalatlésung. Am besten destilliert man das Wasser zum zweitenma! 
iiber Permanganat. 

1. Konzentrierte reinste Ammoniumoxalatlésung. 

2. 2%ige Ammoniaklésung. 

3. 20% ige Schwefelsiure. Sie darf kein Permanganat verbrauchen, 
d.h. sie mu8 frei von reduzierenden Stoffen sein. Wenn nétig, wird sic 
heiB mit einigen Tropfen einer diinnen Permanganatlésung versetzt, bis 
die Rosafarbe eben noch bestehen bleibt. Nach 10 bis 15 Minuten ver- 
schwindet diese Farbe in der Regel noch véllig, und die Lésung verbraucht 
nun kein Permanganat mehr. Da die Saéure auch im Leerwert in der gleichen 
Menge benutzt wird, beeintrachtigt tibrigens ein minimaler Permanganat- 
verbrauch das Ergebnis nicht. 

4. n/500 Permanganatlésung wird stets frisch bereitet, indem man 
leem einer n/10 Kaliumpermanganatlésung mit heifem, doppelt destil- 
liertem Wasser auf 50 ccm auffiillt, dann in kaltem Wasser abkiihlt. Durch 
dies Vorgehen wird der Wasserfehler beseitigt. Die Lésung mu8 dabei 
klar bleiben, eine wenn auch geringe Triibung zeigt ungeeignetes Wasser 
an. Titerstellung, wie erwahnt, nicht erforderlich. 

5. 10 %ige Jodkalilésung, aus reinstem pro-analysi-Praparat hergestellt, 
darf schwach angesduert binnen etwa einer halben Stunde keine merklichen 
Mengen von Jod abgeben. Sie ist halbstiindlich frisch zu bereiten. Die 
Lésung kann mit einiger Ubung auch nach dem Augenma®8 angefertigt 
werden. 

6. n/1000 Thiosulfatlésung, etwa wéchentlich aus einer n/10 Natrium- 
thiosulfatlésung mit kohlenséurefreiem (ausgekochtem) destillierten Wasser 
frisch zu bereiten. Der Titer muB taglich gestellt werden. 

7. 1%ige Starkelésung aus ,,léslicher Starke“ bereitet. 

8. n/1000 Jodsaurelésung oder n/1000 Oxalsaéurelésung, aus n/10 
Lésungen genauestens frisch hergestellt, zur Titerstellung der Thiosulfat- 
lésung erforderlich. Pipette und MeBflasche miissen genau ausgewogen 
und die Temperatur beriicksichtigt werden. Dadurch lat sich der Titer 
der Lésung berechnen, dieser mu8B, wenn er die zweite Dezimale erreicht, 
in der Berechnung beriicksichtigt werden. Zur Verdiinnung verwende 
man stets doppelt destilliertes Wasser, am besten von Permanganat iiber- 
destilliert. 


Titerstellung der Thiosulfatlisung. 
A. Mit Jodsdure. 


(Zur Titerstellung wie auch zu den Leerwerten sind anstatt der Calcium- 
réhrchen auch Réhrchen mit gewéhnlichem runden Boden, von ungefahr 
derselben GréBe, wie z. B. Wassermannréhrchen, zu gebrauchen.) 

In einigen Réhrchen werden je 2 ccm der n/1000 Jodséurelésung (genau 
kalibrierte Pipette) und 0,2cem der 20% igen Schwefelséurelésung mit 
0,lcem der Jodkalilésung und 1 Tropfen Starkelésung versetzt und mit 
der n/1000 Thiosulfatlésung aus der Mikrobiirette mit einer Genauigkeit 
von 0,01 cem titriert. (Nicht nur bis auf einen Tropfen). Wenn man von 
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oben durch die gegen eine weiBe Unterlage gehaltene Réhre schaut, 1aBt 
sich dies auch bei Lampenlicht leicht bewerkstelligen. Im Notfalle halt 
man eine mit Wasser gefiillte Réhre zum Vergleich daneben. 

eem Jodsaiure x Titer der Jodsaure 


Titer des Thiosulfats = mame —|~ oo 





B. Mit Oxalatlésung. 


Wird mit der Hauptbestimmung zugleich ausgefiihrt. Neben den 
Réhrchen fiir Leer- und Vollwert werden zwei bis drei Réhrchen mit je 
l cem (genau kalibrierte Pipette) der n/1000 Oxalsdéurelésung und 0,2 cem 
der 20%igen Schwefelséure versetzt und weiter wie die iibrigen behandelt. 
Wenn wir die in diesen Réhrchen erhaltenen Werte ,,Titerwert‘‘ nennen, 
so ist Titer der Thiosulfatlésung 

cem Oxalséure x Titer Oxalsaure 


a {[ecem Thiosulfat Leerwert]— [ccm Thiosulfat Titerwert }_ 





Die Blutentnahme. 


Das aus der Fingerbeere entnommene Blut wird in etwa 0,2 ccm 
fassende Kapillaren oder in diinne, an einem Ende spitz ausgezogene Glas- 
réhrchen entsprechender Lange aufgefangen, die dann an einem Ende 
zugeschmolzen oder mit Paraffin verschlossen (durch Eintauchen in ge- 
schmolzenes Paraffin) und nach einiger Zeit scharf zentrifugiert werden. 
Danach wird das Roéhrchen an der Grenze zwischen Blutkuchen und Serum 
zerschnitten und das Serum direkt in die 0,1-cem-Kapillarpipette iiberfiihrt. 

Bei Entnahme gréBerer Blutmengen durch Venenpunktion muB, wie 
schon erwaéhnt, nach der Spontangerinnung das Serum auch immer zentri- 
fugiert werden. 


Man stelle immer zumindest zwei Parallele ein. 


Gang der Bestimmung. 


Mit der Kapillarpipette werden 0,1 com Serum oder Plasma genau 
abgemessen. Vorsichtig, ohne Benetzung der Wand, wird dies in die 
Réhre gebracht und die Pipette mit 0,l ccm Wasser nachgespiilt. 
Mit der gleichen Vorsicht werden nun 0,3 ccm der Ammoniumoxalat- 
lésung hinzugefiigt und durch leichtes Schiitteln vermengt. Hierauf 
werden die Réhren fiir 2 Stunden stehengelassen (langer schadet nicht). 

Nach Ablauf dieser Zeit ist die Fallung vollendet. Die Réhrchen 
werden fiir 15 bis 20 Minuten scharf zentrifugiert. Der Niederschlag 
sammelt sich als weiBes Kliimpchen in der Spitze der Réhre an. Nun 
wird die Flissigkeit mittels des bekannten kleinen Hebers entfernt, 
mit 0,5cem der 2°% igen Ammoniaklésung ersetzt, leicht geschiittelt 
und fiir 3 bis 5 Minuten wieder zentrifugiert. Dies wird noch zweimal 
wiederholt. 

Nach Entfernung des dritten Waschwassers versetzten wir den 
Niederschlag mit 0,2ccm der 20°, igen Schwefelsiure, schiitteln auf 
und legen die Rohre fiir 3 bis 5 Minuten in das kochende Wasserbad 
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(Becherglas). Hierauf wird die nech heiBe Fliissigkeit sofort mit 
leem (genau!) der n/500 Permanganatlésung versetzt und fiir 2 bis 
3 Minuten stehengelassen. Dann wird die Réhre, wenn noch warm, 
in kaltem Wasser abgekiihlt und mit 0,1 com der Jodkalilésung sowie 
mit 1 Tropfen der Starkelésung versetzt, worauf das iiberschiissige 
Permanganat Jod in Freiheit setzt und die Fliissigkeit sich gelb bzw. 
blau farbt. Nun wird mit der n/1000 Thiosulfatlésung aus der Mikro- 
biirette bis farblos titriert, zuletzt von 0,01 zu 0,01 com, wobei man 
von oben durch die tiber eine weiBe Unterlage gehaltene Roéhre blickt; 
wenn nétig, kann man eine mit Wasser gefiillte Vergleichsréhre daneben 
halten. 
Ein Nachblauen darf binnen 5 Minuten nicht eintreten. 


Bestimmung des Leerwertes. 

Wird mit der Vollbestimmung zugleich ausgefiihrt. In 2 bis 3 Réhren 
werden je 0,2ccm der 20°, igen Schwefelsiure eingefiillt, fiir 3 bis 
5 Minuten ins kochende Wasserbad gelegt und danach wie die Réhren 
mit Niederschlag (Vollbestimmungen) weiter verarbeitet. 


Berechnung der Werte. 


1 cem der Thiosulfatlésung entspricht 1 cem der ¥n/1000 Per- 
manganatlésung, welcher wiederum 1 ccm der n/1000 Oxalsaurelésung, 
d. h. 0,06305 mg Oxalsiure [((COOH), + 2H,O] entsprechen. Diese 
Menge Oxalsiure ist in 0,064 mg Calciumoxalat enthalten und entspricht 
daher (),02 mg Calcium., Die; Berechnung geschieht daher wie folgt: 
({(Kubikzentimeter Leerwert] — [Kubikzentimeter Vollwert]) x Titer 
des Thiosulfats x 20 = mg-°,, Calcium (im Ausgangsmaterial). 

Die Methode laBt sich bei einiger Ubung leicht und rasch ausfiihren. 
Die Genauigkeit bei sorgfaltiger Arbeit entspricht ungefaihr der des 
Kramer-Tisdallschen Verfahrens, bei sorgfaltiger Ausfiihrung eher noch 
etwas gréBer. Zahlreiche Kontrollversuche mit eingewogenen, teils in 
Wasser gelésten, teils Sera zugesetzten Calciumlésungen sowie Ver- 
gleichsanalysen mit Makromethoden mit und ohne Veraschung ergaben 
einen durchschnittlichen Verlust von 114%, wobei die Genauigkeit 
bei Gebrauch von zwei Parallelen mit - °%% angegeben werden kann. 
(Fiir die Ausfiihrung zahlreicher Kontrollversuche spreche ich Herrn 
Ing. J. Erdés meinen besten Dank aus.) Wenn wir dagegen den durch- 
schnittlichen Verlust von 114%°%, zum Ergebnis hinzufiigen, d. h. bei 
der Berechnung anstatt mit 20, mit 20,3 multiplizieren, kann die 
Genauigkeit mit + 214°, angegeben werden. 
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Uber die lipolytische Wirkung des Speichels’. 


Von 
B. Koldajew und Pikul. 


(Aus dem Bakteriologischen Institut in Kiew.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1929.) 


Die Frage nach den fermentativen Eigenschaften des Speichels 
darf bereits in mancher Hinsicht als geklart bezeichnet werden. 


Vor allem kommt dem Speichel eine stark ausgesprochene amylo- 
lytische Wirkung zu. Der Ptyalingehalt des Speichels zeigt individuelle 
Schwankungen und ist bei einzelnen Tierarten verschieden groB. Neben 
dem Ptyalin fanden mehrere Autoren im gemischten Speichel auch Oxydase 
(s. Literatur bei Schultz), der Oxydasegehalt scheint von der Leucocyten- 
menge im Speichel unabhangig zu sein, es handelt sich also wahrscheinlich 
um ein selbstandiges Ferment des Speichels. Was die proteolytische Wirkung 
des Speichels betrifft, die,z. B. von Scheess*, Zwimperr® u. a. beschrieben 
wurde, sowie die fermentative Spaltung von Polypeptiden‘, so bleibt die 
Frage unentschieden, ob die Protease von den Speicheldriisen sezerniert 
wird und also ein selbstaéndiges Speichelferment darstellt, oder ob sie nur 
an die Anwesenheit von Leucocyten gebunden ist. Auer den erwihnen 
waren bis jetzt keine anderen enzymatischen Eigenschaften des Speichels 
bekannt. 


Im Jahre 1928 erschien aber eine Arbeit von Scheer, dem es gelang, 
auf iiberzeugende Weise deutliche lipolytische Wirkungen des Speichels 
nachzuweisen. Indem er an klinischem Material arbeitete, konnte 
Scheer zeigen, daB der menschliche Speichel sowohl synthetische Fette 
— Mono- und Tributyrin — als auch natiirliche Fette spaltet. Der 
Parotisspeichel ist dem Sublingualis- und dem Submaxillarisspeichel 
an Lipasegehalt iiberlegen. Scheer stellte das py-Optimum fiir die 
Speichellipase fest, sowie die aktivierende Wirkung des Calcium- 
chlorids und Natriumoleinats. Ausgehend von der Beobachtung, da’ 


1 Vorgetragen auf der I. Allukrainischen Physiologentagung in Charkow, 
26. bis 30. Mai 1929. 

2 Fortschr. d. Med. 31, 1913. 

3 Diss. Ziirich 1916. 

* Koelker, Hoppe-Seilers Zeitschr. 76, 1911. 
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bei einer Reihe von Erkrankungen eine Abnahme des Lipasegehalts im 
Speichel stattfindet, spricht Scheer die Vermutung aus, daB die Haupt- 
aufgabe der Speichellipase in der Reinigung der Mundhéhle von Resten 
fettreicher Nahrung besteht. 

Da wir in der Literatur keine Hinweise auf eine Nachpriifung der 
Versuche Scheers an experimentellem Material fanden', die experi- 
mentellen Bedingungen aber das Studium der Wirkung verschiedener 
Salivationsreize auf den Fermentgehalt des Speichels erméglichen, da 
sich ferner die Ergebnisse Scheers auf den menschlichen Speichel 
beziehen, wahrend es bekannt ist, daB der Speichel mancher Tiere im 
Gegensatz zu dem menschlichen ganz geringe Ptyalinmengen oder gar 
kein Ptyalin enthalt (vgl. die Tabelle von Sticker bei Babkin, auch 
Wirschikowski), so schien es uns von Interesse, die Angaben Scheers 
an Hunden nachzupriifen und dabei zu untersuchen, inwiefern die 
lipolytische Kraft des Speichels vom Charakter der Nahrung abhiangt. 
Die experimentelle Gewinnung des Speichels aus chronischen Fisteln 
im Hundeversuch bietet ferner den Vorteil, daB die Gefahr der bakteriellen 
Verunreinigung des Speichels vermindert wird. 

Es wurden also Versuche an zwei Hunden mit chronischen Fisteln 
der Gl. submaxillaris und sublingualis und der G1. parotis angestellt. Die 
Anlegung der Fisteln des Stenonschen und Wartonschen Ganges wurde 
auf iibliche Weise ausgefiihrt, entsprechend der Beschreibung von Podko- 
pajew?. Die lipolytische Wirkung wurde nach der stalagmometrischen 
Methode mittels der Rona- Michaelisschen Kapillarpipette mit zesattigter 
Tributyrinlésung bestimmt. Die Mischungen des Speichels mit Tributyrin 
wurden im Laufe von 3 Stunden im Thermostaten bei 37° belassen 
(Vorversuche haben gezeigt, daB sich diese Frist zur Abschitzung 
der lipolytischen Wirkung am besten eignet). Um Bakterienwirkung 
auf die Tributyrinlésung auszuschlieBen, wurde ein jedes Reagenz- 
glischen mit fiinf Tropfen gesittigter Tymollésung beschickt. Den 
Grad der lipolytischen Spaltung schitzten wir nach der Differenz 
der Tropfenzahlen vor und nach dem Verweilen im Thermostaten ab. 

Die Ergebnisse gestalteten sich folgendermafen: 

Vor allem ist zu verzeichnen, daB sowohl der Parotisspeichel als 
auch derjenige aus dem Wartonschen Gange bei Hunden ebenfalls 
eine deutliche lipolytische Wirkung aufweist. Nach einem Erwarmen 
des Speichels bis 100° C hért die Spaltung des Tributyrins auf. Ganz 


1 Als unsere Arbeit schon zu Ende war, teilte uns Prof. Scheer liebens- 
wiirdigerweise brieflich mit, da8 in seinem Laboratorium Untersuchungen 
iiber den Lipasegehalt des Speichels bei verschiedenen Erkrankungen und 
iiber die Speichellipase bei Hunden ausgefiihrt worden sind. Die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen sind uns einstweilen leider unbekannt. 

2 Methodik der bedingten Reflexe 1926, S. 7—10. 
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Lipolytische Wirkung des Speichels. 55 
im wie beim Menschen spaltet der Parotisspeichel bei gleichen Ver- 
pt- diinnungen wesentlich starker als der Speichel der anderen Driisen. 
fen Bei Verminderung der Speichelmenge nimmt die lipolytische Wirkung 
ebenfalls ab. 
ler Solche Versuche wurden an den beiden Hunden ,,Jake‘ und 
ri- ,,Rjabko“ bei gleichartiger Fiitterung mehrmals wiederholt, und die 
ner Resultate waren immer die gleichen im Sinne der geschilderten Ver- 
da haltnisse. Als Beispiel mégen hier zwei solche Versuche angefiihrt 
hel werden (Tabelle I). 
im Tabelle I. 
yar pmmee eer : 
ich Speichel | Teibutyrin Troptenzahl Differenz 
ers a eben ccm | com sofort | nach 3Std.) 
4 Versuch 9. Rjabko. 500g Brot + 50g Fleisch. ’ 
ain coe 2 | 151 126 | % 
len Gl. parotis (Ileem) - | a = | 3 
0,5 85 | 157 | 144 | 18 
eln Gl. submaxillaris und : 2 184 124 10 
Die sublingualis (9 ecm) | _ hm 127 8 
“ 5 129 6 
“i Gekochter Speichel .. . || 2 2 155 154 1 
oe Tributyrin ohne Speichel .......... 147 146 1 
ter Versuch 27. Jake. 400g Bret + geschmolzenes Rinderfett. ‘ 
rin 1,35 | * 2,65 150 | * 122 28 
en Gl. parotis (15cem) - - 1 3 148 127 21 
“ 0,5 3,5 m9 137 | 2 
ing Gl. submaxillaris und sub- | a“. En 4 m4 " 
nz- lingualis (20 cem) | 1 3) 130 125 | 5 
Jen 
NZ Bestimmte Schwankungen fanden nur in der Hinsicht statt, dab 
ab. der Speichel aus demselben Gange desselben Hundes unter gleich- 
bleibenden Fiitterungsbedingungen manchmal etwas starker oder etwas 
als schwacher spaltete. Wir haben versucht, diese Schwankungen der 
lls lipolytischen Kraft des Speichels mit der Gesamtmenge des abgesonderten 
en Speichels in einzelnen Versuchen in Beziehung zu bringen, es lieB sich 
nz aber in dieser Beziehung keine bestimmte GesetzmaBigkeit beobachten. 
Trotz diesen verhaltnismaBig unbedeutenden Schwankungen erwies sich 
ns- die Tributyrinspaltung beim Parotisspeichel immer als zwei- bis dreimal 
zen so groB als im Falle des Speichels aus dem Wartonschen Gange. In 
ind einem jeden Versuch wurden die beiden Speichelarten gleichzeitig 


sse 


gewonnen und die Bestimmungen der lipolytischen Wirkung immer 
parallel unternommen. 
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Um festzustellen, ob irgendeine Beziehung besteht zwischen der 
lipolytischen Kraft des Speichels und der Art des Nahrungsreizes, 
wurden die Hunde in einzelnen Versuchen mit Brot oder mit Fleisch 
oder mit geschmolzenem Rinderfett gefiittert. Die gleichmaBigsten 
Zahlen unter gleichen Versuchsbedingungen erhielten wir beim Ver- 
haltnis des Speichels zum Tributyrin gleich 1:2. Die Ergebnisse der 
Versuche mit verschiedenen Nahrungsarten sind in der Tabelle I 
zusammengestellt; die Zahlen bedeuten die Differenzen der Tropfen- 
zahl vor und nach dem dreistiindigen Verweilen im Thermostaten. 








Tabelle II. 
Gl. parotis nee 
|| Jake | Rjabko Jake Rjabko 
( 23 26 9 4 
Fleisch - + +> +> * +s ese 2 eo 19 27 10 4 
\ 29 
(| 3 26 8 10 
Brot tee oe ee ee ee ee a ee ek BN = = ” 8 
\ 22 
| 24 20 ee ee 
Re Re ee ee ee ee a | | OF 24 9 12 
24 
oe ee 5 1 
HCl-Lésung -----++++-+2-> ee 2 4 4 
1 2 


Aus der Tabelle II ersieht man, daB sich keine Unterschiede in der 
lipolytischen Kraft des Speichels abhangig von der Art des Nahrungs- 
reizes bei vorwiegend kohlenhydratreicher (Brot), eiweiBreicher oder 
fettreicher Nahrung feststellen lieBen. In allen Fallen sind die Zahlen 
im ganzen annahernd die gleichen; die lipolytische Wirkung des Speichels 
wird also vom Charakter der Nahrung nicht beeinfluBt, und zwar sowohl 
beim Speichel aus der Parotisfistel als auch bei solchem aus dem 
Wartonschen Gange. 

AuBer der Fiitterung mit verschiedenen Nahrungsarten wurde die 
Speichelabsonderung auch durch Verabreichung sechwacher HCI-Lé- 
sungen (0,5 bis 0,16 %,) ausgelést. Die Ergebnisse werden in derselben 
Tabelle II angefiihrt. Die lipolytische Wirkung des auf HCl-Lésungen 
abgesonderten Speichels war entweder gleich Null oder ganz unbedeutend. 
Dies gilt insbesondere fiir Parotisspeichel, am Speichel aus dem Warton- 
schen Gange waren die Resultate weniger deutlich. Im letzteren Falle 
ist die vergleichende Abschitzung der Versuchsergebnisse schwierig. 
da der Speichel aus der Gl. submaxillaris und sublingualis grofe 


+ renee INE 


aceon 





Th 


Oo, = 


—=— DO me 








der 
ZeS, 
isch 
ten 
Jer- 
der 
e II 
fen- 


der 
1gs- 
der 
len 
hels 
rohl 


lem 


die 
Lé- 
ben 
gen 
nd. 
ton- 
alle 
rig. 
oBe 





‘ 


Lipolytische Wirkung des Speichels. 57 
Schwankungen seiner physikalischen Eigenschaften zeigt: der bei 
Fiitterung abgesonderte Speichel ist sehr dickfliissig und mucinreich, 
derjenige auf HCl vollkommen fliissig (vgl. Babkin, 1. c.). Was den 
Parotisspeichel betrifft, so hatte die Verabreichung der Sure, wie 
erwahnt, eine Speichelabsonderung mit stark herabgesetzter, meist 
mit ganzlich fehlender lipolytischer Wirkung zur Folge. 


Besonders deutlich trat diese Erscheinung in den Versuchen zum 
Vorschein, wo der Hund sofort nach der Gewinnung eines solchen 
, Saurespeichels* mit Fleisch oder Brot geftittert wurde. Es mégen hier 
die Ergebnisse einiger Versuche dieser Art angefiihrt werden (Diffe- 
renzen der Tropfenzahl der Speichel-Tributyrinmischung vor und nach 
dem dreistiindigen Verweilen im Thermostaten). 


Versuche mit Parotisspeichel. 

Versuch 15. ,,Rjabko*. 0,5°% HCl, 8,5cem Parotisspeichel. Verhaltnis 
Speichel zu Tributyrin gleich 1: 2, Tropfenzahldifferenz = 1; Verhaltnis 
1:3 desgleichen. Sofortige Verfiitterung von 300g Fleisch, gewonnen 
4ccem Speichel. Tropfenzahldifferenz: 22 Tropfen in der Mischung 1: 2, 
21 in der Mischung 1: 3. 

Versuch 19. ,,Rjabko. 0,16°% HCl, 2,5cem Speichel. 2 Tropfen 
Differenz in der Mischung 1: 2, keine Differenz in der Mischung 1: 3. Ver- 
fiitterung von 310g Fleisch, 10ccm Speichel. Lipolytische Wirkung der 
Mischung 1:2 gleich 22 Tropfen Differenz, Mischung 1: 3 20 Tropfen. 

Versuch 21. ,,Jake. 0,16% HCl, 4,5cem Speichel. Differenz gleich 
4 Tropfen bei 1: 2, gleich 2 bei 1: 3. Nach 350 g Brot: 16 Tropfen bei 1 : 2, 
13 bei 1: 3. 

Versuch 23. ,,Jake. 0,16°% HCl. 2 Tropfen in der Mischung |: 2, 
keine Differenz bei 1:3. Im Speichel nach Fleischfiitterung lipolytische 
Wirkung gleich 20 Tropfen in der Mischung 1: 3. 


Analoge Versuche wurden auch am Speichel aus dem Wartonschen 
Gange unternommen; in einem Teil dieser Versuche konnten keine 
Unterschiede in der lipolytischen Wirkung des Speichels nach ver- 
schiedenen Salivationsreizen festgestellt werden, im anderen spaltete 
der bei der Fiitterung abgesonderte Speichel etwas stiarker. 


Versuche mit Submaxillaris-Sublingualisspeichel. 

Versuch 16. ,,Rjabko‘’. 0,5°% HCl. Mischung des Speichels mit Tri- 
butyrin im Verhaltnis 1: 2, Differenz 4 Tropfen, Mischung |: 3 4 Tropfen. 
Sofort 600 g Fleisch 4 Tropfen Differenz in der Mischung |: 2, 4 Tropfen 
in der Mischung I: 3. 

Versuch 22. ,,Rjabko“. 0,16% HCl. 1 Tropfen Differenz bei 1: 2, 
2 Tropfen bei 1: 3. 260g Brot 5 Tropfen bei 1: 2, 3 Tropfen bei 1: 3. 


Versuch 24. ,,Jake**. 0,16% HCl. 4 Tropfen bei 1: 2, 4 Tropfen bei 
1:3. Nach sofortiger Fiitterung mit Fleisch: 7 Tropfen bei 1: 2, 6 Tropfen 
bei 1: 3. 
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f Die Ergebnisse dieser Versuche sprechen also in dem Sinne, dah 
i die lipolytische Wirkung des bei der Fiitterung abgesonderten Speichels 
unabhangig von der Zusammensetzung der Nahrung ist; der Speichel 
auf Fleisch, Brot und Fett zeigt eine gleich starke Lipolyse. Bei der 
Verabreichung von Stoffen, die abgelehnt werden — in unseren Fallen 
waren es schwache HCl-Lésungen — weist dagegen der Parotisspeichel 
keine Tributyrinspaltung auf, wahrend der Speichel der Gl. submaxillaris 
und sublingualis nur in einem Teil der Versuche eine Abnahme der 
lipolytischen Wirkung zeigt. 
Da der Speichel unmittelbar aus den Fisteln méglichst reinlich 
i gewonnen wurde, die Versuche kurzfristig waren und unter Zusatz von 
Tymol stattfanden, da fener nach dem Erwarmen des Speichels bis 
| 100° keine Wirkung mehr nachweisbar war, so glauben wir auf Grund 
unserer Beobachtungen von einer selbstandigen fermentativen lipo- 
lytischen Funktion des Hundespeichels sprechen zu diirfen. Wir stellten 
; des weiteren auch Versuche mit 1°, Monobutyrin und Ol. olivarum- 
Emulsionen an, mit nachfolgender Titration der freigewordenen Fett- 
| siuren mit n/100 NaOH; sowohl der Parotisspeichel als auch derjenige 
aus dem Wartonschen Gange spalten auch diese Fette, obwohl in 
geringem MaBe. 


Zur Bestimmung des py-Optimums der lipolytischen Funktion des 
Speichels wyrde die Mischung des Speichels mit Tributyrinlésung im 
Verhiltnis 1:3 mit je 1 ccm Phosphatpuffermischung von verschie- 
denem px versetzt. Die Bestimmung der aktiven Reaktion des Speichels 
erfolgte nach der kolorimetrischen Methode mittels der Indikatoren 
von Clark (vgl. Koldajew und Kutzenok). 


Sia 


Tabelle Ill. 
(Versuch 38.) 





pu der Speichel- Tropfenzahl 


cog ae Ws a van ene 








Tributyrins — Differenz 
: mischung |__ 0 Std. 3 Std. 
; 6,6 151 138,5 12,5 
6,8 151 137,5 13,5 

4 7,2 151 136,0 15 

| 7,4 152 135,0 17 

; 7,7 153 133,0 20 

{ 8,0 150 131,5 18,5 
HS 
i In dem angefiihrten Versuch (Tabelle III) sowie in einer Reihe 
| aihnlicher Versuche entsprach das Optimum der lipolytischen Wirkung 
i ungefahr dem py = 7,6 bis 7,8. In dieser Hinsicht weichen unsere 


Ergebnisse von denjenigen Scheers ab: nach Scheer liegt das pg-Optimum 
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Lipolytische Wirkung des Speichels. 59 


der menschlichen Speichellipase bei pg = 7,0. Dieser Umstand labt 
sich méglicherweise durch die starkere Alkalinitét des Hundespeichels 
erklaren. Obwohl die aktive Reaktion des Speichels innerhalb einer 
Tierspezies bedeutende individuelle Schwankungen aufweist, ist der 
Hundespeichel im ganzen dennoch wesentlich alkalischer als der 
menschliche. So schwanken die py-Werte im menschlichen Speichel 
nach Hermann zwischen 5,93 bis 6,86, im Hundespeichel aber zwischen 
7,34 bis 7,80. Das alkalischere Optimum der lipolytischen Wirkung 
des Hundespeichels in unseren Versuchen hingt méglicherweise von der 
alkalischeren Reaktion des normalen Mediums ab. 


In einigen Fallen bestimmten wir neben der Lipase auch den 
Amylasegehalt des Speichels nach der Methode von J. Wohlgemuth, 
zwecks Feststellung, ob irgendwelche Beziehungen zwischen der Wirkung 
auf die Starke und der Tributyrinspaltung bestehen. Die Versuche 
wurden mit 1cem 1 %iger Starkelésung angestellt (1 Stunde bei 37°). 
Die Ergebnisse lassen sich folgendermafen zusammenfassen : 


Der Speichel aus dem Wartonschen Gange zeigte weder nach 
Saureverabreichung noch nach Fiitterung eine Verdauung der Starke, 
trotz der deutlichen lipolytischen Wirkung. Der Parotisspeichel auf 
Saureverabreichung enthizlt ebenfalls kein amylolytisches Ferment, 
im Parotisspeichel auf Fiitterung bestand kein Parallelismus zwischen 
dem Amylase- und dem Lipasegehalt. So zeigte z.B. ein Speichel 
114 mal so groBe lipolytische Wirkung als ein anderer trotz des gleichen 
Gehalts an Amylase. 


Es konnten also im allgemeinen keine Zusammenhange zwischen 
der lipolytischen und der amylolytischen Wirkung des Speichels be- 
obachtet werden. 


SehluBfolgerungen. 


Der Parotis- und Submaxillarisspeichel von Hunden, die nach 
Pawlow operiert worden sind, weist eine deutliche lipolytische Wirkung 
auf, sowohl gegeniiber synthetischen Fetten (Tri- und Monobutyrin) 
als auch an natiirlichen Fetten (Ol. olivarum). 


Die lipolytische Wirkung des Submaxillarisspeicheis steht der- 
jenigen des Parotisspeichels nach. 


Die fettspaltende Wirkung verschwindet nach dem Auskochen 
des Speichels. 


Das Optimum der lipolytischen Wirkung des Speichels entspricht 
den py-Grenzen 7,6 bis 7,8. 


Die lipolytische Wirkung ist unabhingig vom Gehalt an amyloly- 
tischem Ferment. 
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Der auf verschiedene Nahrungsreize (Fett, Fleisch, Brot) abge- 
sonderte Speichel zeigt annihernd die gleiche lipolytische Kraft; der 
auf schwache Salzsaiurelésungen abgesonderte Parotisspeichel spaltet 
die Fette nicht. 
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Uber die Chemie der Keimdriisen. 


I. Mitteilung: 


Uber die Auffindung einer Substanz der Zusammensetzung (€ H,), . N.C, H,, 05 
im Hoden. 


Von 
Sigmund Frinkel und Gabriele Monasterio (Genua). 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1929.) 


Wir sind in diesem Laboratorium seit einer Reihe von Jahren 
damit bemiiht, die Chemie der Keimdriisen durchzuarbeiten. Eine 
Reihe von Reaultaten auf diesem Gebiet haben wir bereits in den 
Arbeiten von Edmund Hermann', Sigmund Frankel und Maria Fonda*, 
sowie in Vortrigen und in Patentschriften niedergelegt. Da bei den 
minimalen Quanten, in welchen einzelne Hormone wirken, es selbst 
bei dem Nachweis der Wirksamkeit von Praparaten fraglich erscheint, 
ob die dargestellte und analysierte Verbindung nicht doch minimale 
Spuren der so stark wirksamen Verbindungen enthalt, haben wir es 
vorgezogen, vorerst die Gewebe, und zwar Hoden, Ovarien und Placenta, 
einem rein chemischen Studium zu unterziehen. Wir haben bei diesen 
Versuchen aus Erfahrungen lernend, sehr haufig unsere Methodik 
geandert, um die eine oder die andere Gruppe besser erfassen zu kénnen. 
So haben wir im Anfang, wie viele Forscher auf diesem Gebiet, die 
Organe so frisch als méglich der Vakuumtrocknung unterzogen und 
das vakuumtrockene, fein gepulverte Organ zuerst der Einwirkung 
wasserunléslicher Extraktionsmittel unterworfen. Bei diesen Verfahren 
hat es sich gezeigt, da die Extraktion nicht immer gut geht, weil trotz 
des feinsten Zerpulvern dieser fettigen Organe auf Kugelmiihlen und 
Aussieben des Pulvers auf Schiittelsieben die Lésungsmittel in vielen 
Fallen eine komplette Extraktion nicht bewirken, da die getrocknete 
und geschrumpfte Zelle ihren Inhalt sehr stark zuriickhalt. Wir haben 





1 Monatsschr. f. Geb. u. Gynak. 41, 1—50, 1915. 
2 Diese Zeitschr. 141, 379, 1923. 
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62 S. Frankel u. G. Monasterio: 


in letzter Zeit das Verfahren dahin abgeindert, daB wir iiberhaupt 
nicht vakuumtrocknen, sondern die Gewebe, frisch wie wir sie erhalten. 
einem Verfahren unterwerfen, welches die Wirksamkeit gar nicht 
tangiert, aber die Garantie bietet, daB man in einem Verfahren 
alle wasserléslichen und alle in wasserunléslichen Lésungsmitteln 
léslichen Verbindungen glatt auseinander bekommt. Das Verfahren 
beruht darauf, daB man frisches Gewebe ohne weiteren Zusatz von 
EiweiBfallungsmitteln bloB mit essigsaurem Wasser auskocht. Es 
geniigt vollstandig, das halbe Gewicht des zu verarbeitenden Gewebes 
an destilliertem Wasser zum Kochen zu bringen und den suppenartigen 
Brei, den der Broyeur Latapie liefert, beim Verarbeiten des Gewebes 
mit diesem Apparate einflieBen zu lassen. Nach etwa zehn Minuten 
kann man die hei&e Suppe von dem Koagulum abseihen, dieses pressen 
und noch einmal mit wenig siedendem, essigsaurem Wasser ausziehen. 
Man preBt nun scharf auf einer starken Presse in Tiichern ab und 
vereinigt die wasserigen Lésungen, die man im Vakuum einengt 
(wasserlésliche Verbindungen). Das Gewebe selbst, welches nun koa- 
guliert ist, wird nach scharfem Abpressen in einen Kolben gebracht, 
und mit Benzol iibergossen. Man destilliert das Benzol ab und laBt 
immer frisches Benzol zuflieBen, bis das Benzol klar tibergeht und 
daher kein Wasser mehr mitfiihrt. In diesem Moment hat das Benzol 
auch das koagulierte Gewebe, welches nun wasserfrei ist, vollstandig 
durchsetzt und alle léshchen Substanzen herausgeholt. Man filtriert 
die benzolische Lésung ab, wiascht mit Benzol nach, bis dieses farblos 
ablauft und preBt. Die benzolische Lésung wird durch Destillation 
eingeengt und wird dann in einer Weise, die wir in der nachsten Ab- 
handlung beschreiben wollen, verarbeitet. Dieses Verfahren zeichnet 
sich durch seine groBe Einfachheit und Billigkeit aus. 

Der wasserige Extrakt wurde in einer Weise aufgearbeitet, welche 
uns erhoffen lieB, neue Verbindungen zu finden. 

Merkwiirdigerweise ist die Chemie des Hodens eigentlich sehr 
wenig bearbeitet und die Angaben in der Literatur sind sehr diirftig. 
Altere Autoren fanden Leucin, Tyrosin, Purinbasen, Cholesterin, 
Lecithin und Inosit, auch Glykogen wurde gefunden. Keine von diesen 
Verbindungen ist fiir den Hoden charakteristisch. Wir finden sie ja alle 
auch in anderen Organen, einzelne als Produkte von Autolysen. Beim 
Studium der Autolyse des Hodens fand Levine! eine Reihe von Amino- 
siuren und Hypoxanthin, aber keine Pyrimidin- und Hexonbasen. 

Das sogenannte Spermin, welches so schén kristallisiert, ist be- 
kanntlich nicht etwa ein Produkt des Hodens. Man findet es sehr 
haufig in alkoholkonservierten Organen verschiedenster Art. Die von 


1 Amer. Journ. of Physiol. 11. 
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Wrede! nun als Spermin bezeichnete Verbindung hat die Formel 
Cro HygN,, sie selbst konnte nicht zur Analyse gebracht werden, hin- 
gegen eine Reihe von Derivaten. Das Verfahren der Darstellung beruht 
darauf, daB mit Alkohol konserviertes Sperma durch Kochen mit Wasser 
vom Eiweif befreit wird. Der Extrakt wird mit Bleiessig gereinigt 
und im Filtrat die Base mit Phosphorwolframsiure gefillt. Das 
Phosphorwolframiat wird mit Baryt zerlegt und im Filtrat fallt man 
mit Goldchlorid die Sperminbase. Wrede® selbst konnte zeigen, da 
man diese Base aus verschiedenen Organen darstellen kann: aus Muskeln, 
Gehirn, Milz, Leber und Pankreas. Sperma ist am reichsten daran. 
Das Phosphat ist schwer léslich, die Verbindung (Base) ist mit Wasser- 
dampfen sehr fliichtig, physiologisch wenig wirksam. Nach den Unter- 
suchungen Wredes und seiner Mitarbeiter*® ist die Verbindung 


NH, (CH,); NH(CH,), NH(GH,), NH), 


was auch durch Synthese sichergestelit wurde. Das ubiquitire Vor- 
kommen und die bis jetzt von Wrede gefundene geringe physiologische 
Wirkung scheinen zu zeigen, daB diese Verbindung, welche konstitutionell 
auBerst interessant ist, in dieser Form wenigstens kein solches physio- 
logisches Interesse beanspruchen kann, als zu erwarten war. 

Bei alteren Versuchen hat der eine von uns (Frdnkel) vor Jahren 
beobachtet, da&B Hoden von Brunstgemsen sehr reich sind an Kreatin. 
Da dem Kreatin keine besondere physiologische Wirkung, welche dem 
Sexualapparat zukommt, zugeschrieben werden kann, wurde diese 
vereinzelte Beobachtung nicht weiter gewertet. 

Bei den nun durchgefiihrten Versuchen sind wir folgendermafen 
vorgegangen und haben hierbei eine neue Substanz gefunden: 

Der wasserige Auszug von Hoden nach Entfernung der Kapsel 
wurde in oben beschriebener Weise gewonnen und das Filtrat von 
12 kg auspraparierter Hodensubstanz nach Entfernung der Kapsel auf 
einen Liter im Vakuum konzentriert. Diese Filtrate enthalten immer 
Gelatine und gelatinieren sofort beim Stehen in der Kalte; daher emp- 
fiehlt es sich, sie warm in Alkohol einzuriihren. Die alkoholische Lésung 
nach Fallung der Gelatine gab dann beim Einengen im Vakuum eine 
Kristallisation. Diese Kristalle wurden aus Wasser des éfteren um- 
kristallisiert und schlieBlich, als der Schmelzpunkt nicht mehr anstieg, 
der Analyse unterworfen. 

Die gefundene Substanz ist in Wasser leicht, in Alkohol schwer 
léslich. Ihre Lésung reagiert neutral. Sie fallt weder mit Bleilésungen 
noch mit Sublimatlésung noch mit Pikrinsiure, auch nicht mit 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 119, 1924. 
2 Ebendaselbst 158, 291, 1926. 
3 Ebendaselbst 161, 66, 1926; 168, 219, 228, 1926; 1738, 61, 1928. 
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Phesphorwolframsaure, ohne und mit Schwefelsiure. Pikrolonsiure 
gibt minimale Mengen kleiner 2 Kristalle nach langer Zeit. Jod- 
Jodkalium gibt keine Reaktion. Eisenchlorid gibt ebenfalls keine 
Reaktion. Ammoniakalische Silberlésung wird nicht reduziert. Mit 
Nitroprussidnatrium und Lauge und Essigsaure gibt sie ebenfalls keine 
Reaktion. Mit salpetrigsaurem Natrium und Essigséure konnte kein 
Nitrosoderivat erhalten werden, ebenso reagierte die Verbindung mit 
Phenylhydrazin nicht. 


Raucht man die Substanz auf einem Porzellanplattchen mit 
konzentrierter Salpetersiure ab, so erhalt man einen leicht gelb ge- 
farbten Riickstand, welcher sich unter der Einwirkung von Ammoniak- 
dimpfen nicht andert. Setzt man aber einen Tropfen Natronlauge 
zu, so erhalt man eine Orangefarbung. Die Weidische Reaktion 
mit Salzsiure und chlorsaurem Kalium war negativ. Brom wirkt 
auf die Substanz nicht ein. 


Nach sehr haiufigem Umkristallisieren erhielten wir die Substanz 
mit konstantem Schmelzpunkt (279° korr.). Sie schmilzt unter starker 
Gasentwicklung. 

Die Substanz wurde zur Analyse bei 120° getrocknet. 

3,303 mg Substanz: 4,476mg CO,, 2,200mg H,O 


3,260 ,, ie 4,455 ,, CO,, 2,230 ,, H,O 
4,303 ,, os 107,602 cmm (24°, 746 mm) 
3,462 ,, as 86,730 ., (24°, 746 ,, ) 
3,233 ,, ua 80,644 ,, (24°, 746 ,, ) 


C,H,,N,0;. Ber.: C 36,73 H 7,48 WN 28,22 

Gef.: C 36,96 H 7,45 WN 28,26 

C 37,27 H7,65 WN 28,14 

28,23 
Die Titration nach Sérensen zeigte Null Laugeverbrauch. Bei 
der Einwirkung von salpetriger Siure im van Slyke-Apparat wurde kein 
Stickstoff erhalten, so daB kein Stickstoff in Form einer Aminogruppe 
und kein Sauerstoff in Form einer Carboxylgruppe enthalten sind. 
Bei der Untersuchung auf Methoxyl konnte gezeigt werden, dai 
die Substanz kein Methoxyl enthalt. Hingegen ergab die Methylimid- 
bestimmung (Pregl-Zeisl) die Gegenwart von drei Methylgruppen. 

welche an Stickstoff gebunden sind. 


3,032 mg Substanz: 129,850 mg J Ag 
Ber. fiir (CH,),N: 28,60°% Methyl 
Gef. ,, (CH,),N: 27,40%  ,, 
Es laBt sich daher die Formel C,H,,0;N, auflésen in 
(CH;),C,H,,0;N,. Wir werden nach Darstellung einer gréferen 
Menge dieser Substanz tiber die Versuche zur Konstitutionsermittlung 


we 
ul 








er 








Chemie der Keimdriisen. I. 65 


weitere Mitteilung machen. Bis jetzt ist es uns nicht gelungen, ein 
unlésliches Benzoylderivat zu erhalten. 

Die Verbindung ist optisch aktiv. 0.0024 g Substanz werden in 
0,5189 g Wasser gelést (Mikropolarisationsverfahren von Emil Fischer). 
Die Lésung ist aber 0,46 °,ig. Die Ablesung wird bei 21° auf dem groBen 
Landolt-Lippich-Apparat im reinen D-Licht vorgenommen. Die Lésung 
dreht im Mittel der Ablesungen 0,80° nach rechts; daher 
[a] 2 = + 173. 91°, c = 0,46%. 

Von biologischen Versuchen wollen wir heute nur sagen, dab 
diese Verbindung im Gegensatz zum Vitamin B, von dem wir nach- 
gewiesen haben, daB es die Hefegirung beschleunigt’, eine solche 
Beschleunigung auszulésen nicht in der Lage ist. 


1 S. Frdnkel und E. Schwarz, diese Zeitschr. 112, 203, 1920. 
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Uber die sogenannten Reaktionen des Vitamins A. 


Von 
Gabriele Monasterio (Genua). 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 19. Juni 1929.) 


Durch eine Reihe von biologisehen Beobachtungen ist es sicherlich 
auBer Zweifel, daB Eier, Milch, sowie die aus der Milch gewonnene 
Butter, das sogenannte Vitamin A enthalten. Man hat dieses Vitamin A, 
da es sich mit dem Butterfett abscheiden laBt, zu den fettléslichen 
Vitaminen gerechnet, in welche Kategorie bekanntlich das A-, D- und 
E-Vitamin gehéren und von denen man annimmt, da8 sie nach dem 
Paradigma des Lebertrans im unverseifbaren Teile des Fettes sich 
befinden. Alle Beobachtungen stimmen darin iiberein, daB diese fett- 
léslichen Vitamine der Oxydation sehr leicht anheimfallen und unter 
der Einwirkung der Oxydation ihre Wirksamkeit einbiiBen. Schon 
das Erhitzen auf 100° eines vitaminhaltigen Oles durch 30 bis 60 Min. 
unter gleichzeitiger Durchleitung von Luft vernichtet die biologische 
Wirksamkeit. 

Es ist nun in der Literatur eine Reihe von Angaben zu finden, 
daB gewisse Farbenreaktionen, welche die vitaminhaltigen Ole geben, 
mit der biologischen Wirksamkeit dieser Ole parallel laufen. Aber in 
letzter Zeit sind doch gewisse Zweifel laut geworden, ob tatsachlich 
die Verbindung, welche die Reaktion gibt, und die physiologisch wirk- 
same Substanz die gleichen sind, oder ob es sich nicht um ein zufialliges 
Zusammentreffen zweier einander begleitender Substanzen handelt. 
Tatsichlich verschwinden bei dem obengenannten Versuch der Durch- 
leitung von Luft sowohl die Farbenreaktionen als auch die biologische 
Wirksamkeit'. 

Schon E. Salkowski*? hat die Beobachtung gemacht, da8 seine Chol- 


esterinreaktion, auf gewisse Trane angewendet, eine schéne blauviolette 
Farbung gibt, welche sich in Purpur verwandelt. Er fand die gleiche 


1 Rosenheim und Drummond, Biochem. Journ. 19, 753, 1925. 
2 Zeitschr. f. anal. Chem. 26, 557, 1887. 
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G. Monasterio: Sogenannte Reaktionen des Vitamins A. 67 


Reaktion auch beim Palmél und schrieb sie einem Lipochrom zu. Es konnte 
aber dann spater gezeigt werden, daB selbst nach Entfernung der Lipo- 
chrome man solche Reaktionen in gewissen Olen erhalten kénne. Rosenheim 
und Drummond haben dann fiir Lebertran die bekannte Reaktion mit 
Arsentrichlorid angegeben, welche sehr fein ist, und besonders wirkungsvolle 
Lebertrane geben schon in kleinen Spuren die Reaktion. Der unverseifbare 
Anteil des Lebertrans selbst, nach Entfernung des Cholesterins durch 
Digitonin, gibt in ungeheuer groBer Verdiinnung diese Reaktion. Man 
hat dann eine Reihe anderer Farbenreaktionen des Lebertrans beschrieben, 
welche alle auch mit Cholesterin zu erzielen sind. Oxydiert man Cholesterin 
mit einem leichten Oxydationsmittel, wie etwa Benzoylsuperoxyd, so erhalt 
man mit Arsentrichlorid die gleiche Blaufairbung wie mit Lebertran. Carr 
und Price! haben dann statt Arsentrichlorid eine chloroformige Lésung 
von Antimontrichlorid verwendet, und diese Reaktion ist genau so fein 
wie die Arsentrichloridreaktion. Etwas friiher hat Fearon? mit Phosphor- 
pentoxyd eine Violettfarbung bekommen. Fearon und William*® haben 
eine Reaktion mit Pyrogallol-Trichloressigsiure angegeben. Diese Reaktion 
wurde dann von Villimott und Thomas Moore* modifiziert und statt 
Pyrogallol eine atherische Lésung von Resorcin verwendet, nachher 
wird noch mit einer Toluollésung von Benzoylperoxyd oxydiert. Mit 
diesen Reaktionen haben nun diese Autoren im Lebertran, im Butter- 
fett und im Eierél Reaktionen erhalten. Aber Rosenheim und Webster® 
konnten zeigen, daB diese Reaktionen von Villimott und Moore in 
vielen Proben von Lebertran versagt haben, und da® der nicht ver- 
seifbare Anteil des Lebertrans die Reaktion nicht gibt, und daB der 
Tierversuch keinerlei Parallele zwischen der Reaktion und der biologischen 
Wirkung zeigt. Zu denselben Resultaten kamen auch H. Steudel und 
E. Peiser bei ihren Tierversuchen, da®B keine Parallele zwischen der 
Intensitét der Antimonchloridreaktion und der biologischen Wirkung des 
Lebertrans besteht*®, und im Verfolg dieser Untersuchungen konnte Steudel’ 
beobachten, da Substanzen, welche gar keine Blaureaktion mit Antimon- 
trichlorid geben, biologisch aktiv sind. 


Wie verschieden sich die verschiedenen Reaktionen verhalten, 
wenn man sie mit den biologischen Versuchen vergleicht, zeigen auch 
die Untersuchungen von Villimott und Wokes*. Man kann das Vitamin A 
beim Beleuchten von Lebertran mit ultraviolettem Lichte in 2 Stunden 
vernichten, aber schon nach 1 Stunde verschwindet die Reaktion mit 
konzentrierter Schwefelsiure und mit Phosphorpentoxyd, aber die 
Reaktionen mit Arsentrichlorid und Antimontrichlorid bleiben noch, 
wahrend die Reaktion von Fearon, nachdem die biologische Aktivitat 
langst verschwunden ist, noch nach 51 Stunden Bestrahlung positiv 


1 Biochem. Journ. 20, 497, 1926. 

2 Ebendaselbst 19, 888, 1925. 

3 a.a. O. 

* Biochem. Journ. 20, 869, 1926. 

5 Ebendaselbst 20, 1342, 1926. 

6 Zeitschr. f. physiol. Chem. 174, 191, 1928. 
7 Diese Zeitschr. 207, 437, 1929. 

§ Lancet 2138, 8, 1927. 
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68 G. Monasterio : 


ist. Die zwei Pigmente Carotin und Xanthophyll, welche absolut 
unwirksam sind, geben sowohl die Arsen- als auch die Antimontrichlorid- 
reaktion. Diese Untersucher finden auch, wenn auch nicht so kraftig 
wie im Lebertran, die beiden Reaktionen mit Arsen- und Antimon- 
trichlorid in Molkereibutter und im Eidotter, waihrend die Reaktionen 
mit Schwefelsiure und Phosphorpentoxyd ihnen zweifelhaft erscheinen. 


Wir haben in diesem Institut versucht, den unverseifbaren Anteil 
des Eieréls zu isolieren und zu studieren, und haben sehr verschiedene 
Methoden der Verseifung angewendet, um unter den schonendsten 
Bedingungen, ohne eine Oxydation befiirchten zu miissen, den méglichst 
unverinderten unverseifbaren Anteil zu fassen, konnten aber beobachten, 
daB wir selbst bei dem schonendsten Vorgang ein ungemein leicht nach- 
dunkelndes 0] erhielten, welches um so avider wird fiir Sauerstoff, je reiner 
wir es erhalten. Wiahrend ein solches Eierél, der Luft ausgesetzt, sich 
durchaus nicht andert, ist der unverseifbare Anteil sehr stark ungesattigt 
und oxydabel. Wir waren aber nicht in der Lage, mit diesem unverseif- 
baren Anteil, nachdem wir das Cholesterin auf das sorgfiltigste entfernt 
hatten, die von den verschiedenen Autoren beschriebenen Reaktionen 
zu beobachten. Auch nicht eine einzige war positiv. Es war also die 
Méglichkeit gegeben, daB wir im Laufe der Verseifung und Aufarbeitung 
der Seifen die die Reaktion gebende Substanz verloren haben. Wir 
haben daher die Originaléle untersucht, welche aus chinesischem 
Eidotter sowie aus heimischen Eiern fiir uns dargestellt waren, 
und haben ebenfalls keine der Reaktionen erhalten. Um die Sache 
zur Entscheidung zu bringen, haben wir selbst aus ganz frischen 
Eiern den Dotter entnommen und diesen auf verschiedene Weise 
extrahiert. Wir haben den Dotter mit der mehrfachen Menge Alkoho] 
extrahiert und den alkoholischen Extrakt im Wasserstoffstrom im 
Vakuum konzentriert. Hierauf haben wir den Riickstand mit Aceton 
aufgenommen und nach dem Abdestillieren des Acetons im Wasserstoff- 
strom den Riickstand untersucht. Wir haben in den mit Aceton ge- 
fallten Phosphatiden keinerlei Reaktion erhalten. In dem Aceton- 
extrakt haben wir nun den Aceton verdampft und den Riickstand 
in Chloroform gelést. Diese Chloroformlésung gab mit Arsentrichlorid 
eine sehr schwach positive Reaktion, alle anderen Reaktionen versagten. 
Wir haben daher in einem neueren Versuch den gesamten Alkohol- 
extrakt des Dotters nach Abdestillieren des Alkohols im Wasserstoff- 
strom untersucht und fanden selbst im Gesamtextrakt nur eine sehr 
schwach positive Reaktion mit Arsentrichlorid, und auch hier versagten 
im Gesamtextrakt simtliche anderen Reaktionen. Wir haben nun 
frischen Dotter mehrfach mit Petrolaither ohne vorhergehende Trocknung 
oder sonstige Behandlung geschiittelt und den Petrolather abdestilliert, 
aber der Petrolitherextrakt zeigte nach Entfernung des Lésungs- 
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Sogenannte Reaktionen des Vitamins A. 69 


mittels auch nicht eine einzige der Reaktionen. Es erscheint nun klar, 
daB diese Reaktionen, da Dotter sicherlich Vitamin A enthilt und 
keiner der Gelehrten je daran gezweifelt hat, die Farbenreaktionen, 
mit dem Gehalt an Vitamin A sicherlich nichts zu tun haben. Ebenso 
sicher, als der Dotter Vitamin A enthilt, ist nach iibereinstimmenden 
Versuchen aller Forscher auf diesem Gebiete die Milch bzw. die Butter 
Trager des Vitamins A. Einzelne Beobachter, die wir oben genannt haben, 
geben an, daB Eier und Butter die Reaktionen geben, wenn sie auch 
selbst diese nicht in Parallele stellen mit dem kriftigen Ausfall der 
Reaktionen beim Lebertran. Nun ist nach den Untersuchungen von 
Silva und Muira! anzunehmen, daB der Lebertran 200mal soviel 
Vitamin A enthalt als die Butter. Wir fanden aber, da8 der alkoholische 
Extrakt der Butter die Reaktionen mit Arsentrichlorid, Pyrogallol und 
Resorcin in fraglicher Weise gibt, die tibrigen aber negativ sind. 
Extrahierten wir Butter einer anderen Provenienz mit Chloroform, so 
erhielten wir die Arsentrichlorid- und Resorcinprobe positiv, wenn 
auch die Resorcinprobe sehr spat auftrat, und sehr schwach. Die 
iibrigen treten nicht auf, obwohl die Antimonprobe mit der Arsenprobe 
korrespondieren soll. Extrahiert man Butter mit Petrolither, so tritt 
nur die Resorcinprobe auf, und diese ist sehr schwach. Wir haben alle 
Reaktionen mit verschiedenen Mengen von Extrakt, mit kleinsten, 
mittleren und gréBeren, angestellt, um zu sehen, ob die Menge an- 
geordneter Substanz von Einflu8 auf den positiven Ausfall der Re- 
aktion ist. 

Wir haben nicht versiumt, die Proben mit Lebertran zu wiederholen. 
Lebertran gibt in vorziiglicher Weise siimtliche beschriebenen Proben. 





| AsCl; | SbCls | P20; |H,SO, yiiel — 
ae a are ae ae par a ee oe 
” (alkoh. Extrakt) . +? _ oe | + + 
_ in Alkohol unlés- 
licher Anteil . . +--+ a > | og ie wlio 
r im Luftstrom auf | | 
150° erhitzt. . — — — — +++ 44 
Butter (A) (alkoh. Extrakt) +? — — }+? | +? 
»  (B) (Chloroformextr.) a — — a. é. 
(B) (Petrolatherextr.) _ ~ a ae: eee + 
Kier (alkohol. Extrakt) ao — — , dee 


(sehr schwach) 
» (Chloroformextrakt) . 
(sehr wach) 
» 7Phosphatide. . . 
» (-Pe trolitherextrakt) 
Eierél . . 
- (unverseifbarer Teil) A 
Olivenol 
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Schiittelt man Lebertran mit Alkohol und verdunstet den Alkohol, so 
gibt das Residuum des Alkohols die Arsenprobe fraglich, die Pyro- 
gallol- und Resorcinprobe positiv, die iibrigen negativ. Der Lebertran 
aber minus dem Alkoholextrakt gibt die Reaktionen alle stark positiv. 

Interessant ist folgende Beobachtung. Erhitzt man Lebertran 
auf 150° im Luftstrom, wobei seine physiologische Wirksamkeit voll- 
standig verschwindet, so verschwindet auch tatsichlich die Arsen-, 
die Antimon-, die Phosphorpentoxyd- und die Schwefelsiureprobe, 
aber die Pyrogallol- und Resorcinproben treten sehr stark auf. 

Diese Untersuchungen zeigen wohl, daB zur Verfolgung des 
Vitamins A bei der Isolierung die Farbenreaktionen, soweit sie bis jetzt 
beschrieben worden sind, nicht von Nutzen sind und nur der biologische 
Versuch mit den einzelnen Fraktionen entscheidend sein kann. 

Uber die Chemie des Eieréls wird von anderer Seite aus unserem 
Institut demnichst eine ausfiihrliche Mitteilung erfolgen. 
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Uber Tryptoporphyrin. 
(Weitere Mitteilung.) 


Von 


Gabriele Monasterio (Genua)'. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in_ Wien.) 
(Eingegangen am 19. Juni 1929.) 


Bei lang dauernder Verdauung von Oxyhamoglobin aus Pferdeblut 
mit Trypsin in sodaalkalischer Lésung beobachteten Sigmund Fréankel 
und Hermann Prinz*, daB die stark rote alkalische Verdauungsfliissigkeit 
im Gegensatz zu allen bekannten roten Abkémmlingen der Farbstoff- 
komponente des Blutfarbstoffes kein Absorptionsspektrum zeigte. 
Die bekannten Spektraleigenschaften des Haimoglobins, des Haimatins 
und des Hamatoporphyrins waren also bei dieser Art der Behandlung 
verlorengegangen. Weder aus der Lésung noch aus der dargestellten 
Substanz konnten Teichmannsche Kristalle oder Hamochromogen- 
kristalle erhalten werden. Der Farbstoff selbst lieB sich aus der roten 
Flissigkeit auf einfache Weise durch Anséiuern mit Essigsiure ab- 
scheiden und zeigte einen auBerordentlich geringen Eisengehalt, welcher 
in keinem Verhaltnis zu dem Stickstoffgehalt dieser Verbindung stand. 
Die verschiedenen Praparate, die erhalten wurden, zeigten einen Eisen- 
gehalt von 0,78°,, wahrend Hamatin mehr als 10°, Eisen enthalt. 
Von dieser Verbindung wurden das Anhydrid, der Athylester und das 
Heptaacetylderivat dargestellt. Die Verbindung enthalt also eine 
Carboxylgruppe und sieben Hydroxylgruppen. 

Es wurden nun von uns neuerdings die verschiedensten Versuche 
gemacht, da simtliche Derivate trotz aller Reinigung noch kleinste 
Mengen Eisen enthielten, die Verbindung ganz eisenfrei zu bekommen. 
Es waren zwei Moéglichkeiten in Betracht zu ziehen: entweder war 
die eisenfreie Verbindung mit kleinen Mengen einer zweiten Ver- 


1 Siehe I. Mitteilung, Sigmund Frankel und Hermann Prinz, diese 
Zeitschr. 188, 90, 1927. 
2 Ebendaselbst. 
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bindung von ganz gleichen Eigenschaften vermischt, welche zweite 
Verbindung eisenhaltig war und das Eisen fest gebunden enthielt, 
oder die Abspaltung des Eisens war unvollstindig, weil der Ein- 
wirkungsprozeB der prolongierten Trypsinverdauung noch nicht 
lange genug gewahrt hatte, um die Abspaltung vollstandig zu machen. 
Im ersteren Falle miiBte man der Annahme zuneigen, daB das Eisen 
in zwei Formen im Hamoglobin bzw. im Hamatin gebunden ist, der 
allergréfte Teil ware in Form leicht abspaltbaren Eisens, wie ja der 
Ubergang von Himatin zum Himatoporphyrin und zu den Gallenfarb- 
stoffen beweist, vorhanden. Um diese Frage zu lésen, haben wir es 
unternommen, das Tryptoporphyrin neu darzustellen, um zu sehen, 
ob die Enteisenung des Hamatins eine Funktion der Zeit ist. Die 
Versuche von S. Frankel und H. Prinz waren mit Praparaten durch- 
gefiihrt, die 17 Tage bzw. 3 Monate verdaut waren. Wir haben fiir 
die neuen Versuche eine Verdauungslésung verwendet, welche fast 
2 Jahre im Thermostaten stand. 


Versuchsteil. 


1000 g Oxyhamoglobin wurden 2 Jahre lang mit 12 Liter einer 
0,8°/,igen Sodalésung und 5 g Pankreatin bei Gegenwart von reichlich 
Toluol und Chloroform verdaut, kleine Mengen von Pankreatin wurden 
im Laufe der Zeit haufig zugesetzt; beim Abbrechen des Versuches 
war die Fliissigkeit alkalisch. Das klare Filtrat wurde von Toluol und 
Chloroform befreit und mit Essigsaure so lange versetzt, bis die Reaktion 
sauer wurde und ein Niederschlag sich bildete. Die gesamte farbende 
rote Substanz wurde auf diese Weise gefallt. Die ausgeschiedene rote 
Verbindung setzte sich am Boden ab und wurde auf der Zentrifuge 
wiederholt mit destilliertem Wasser gewaschen, bis die Waschfliissigkeit 
keine saure Reaktion mehr zeigte. Hierauf wurde der Niederschlag in 
verdiinntem Ammoniak aufgelést, die Lésung von etwas Ungelistem 
abzentrifugiert und ein zweites Mal mit Essigsiure gefallt. Diesen 
Vorgang wiederholten wir dreimal. 

Nach der letzten Waschung wurde die Substanz im Exsikkator 
getrocknet. 

Beim Trocknen bei 120° zur Konstanz verloren 0,2984 g Substanz 
0,0049 g Wasser, d.i. 1,64%,. 

0,2923 g bei 120° getrockneter Substanz geben beim Vergliihen 
0,0043 g Eisenoxyd, entsprechend 1,47 °%, Fe,O, bzw. 1,00° Fe, genau 
so wie in den Versuchen von S. Frankel und Hermann Prinz. 


Enteisenung mit Bromwasserstof{-Eisessig. 


Wir haben versucht, nach einer Methode, die bekanntlich mit 
groBem Erfolg zur Enteisenung von Hamatin und Uberfihrung in 
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Haimatoporphyrin von M. Nencki verwendet wurde, das Eisen aus 
dem rohen Tryptoporphyrinpriparat zu eliminieren. Wir verwendeten 
zuerst die Reagenzien schonend, dann immer starker; 10 g Tryptopor- 
phyrin wurden mit 250 ccm Eisessig versetzt, der unter Kiihlung mit 
Bromwasserstoffgas gesittigt war, dann lieBen wir den Versuch bei 
Zimmertemperatur stehen. Wir schiittelten den Versuch eine Woche 
lang jeden Tag. Hierauf wurde der Inhalt der Flasche mit Eiswasser 
in ein Becherglas iibergespielt, Eis, aus destilliertem Wasser bereitet, 
zugesetzt und hierauf Natronlauge, bis die Kongoreaktion verschwunden 
war. Dann wurde vorsichtig weiter Lauge zugesetzt, bis die saure 
Reaktion gegen Lackmus nunmehr schwach war. Es bildete sich ein 
Niederschlag, der von der Salzlésung abfiltriert wurde; im Filtrat war 
Eisen nachweisbar. Der Niederschlag wurde sehr haufig mit destil- 
liertem Wasser gewaschen. Das Reaktionsprodukt war in der Kilte 
in verdiinntem Ammoniak nicht mehr gut léslich, dahet lésten wir 
in warmem verdiinnten Ammoniak und zentrifugierten das Ungeléste 
ab. Die ammoniakalische Lésung wurde mit verdiinnter Essigsiure 
gefallt und die Fallung auf der Zentrifuge mit Wasser so lange ge- 
waschen, bis die Reaktionen auf Saure und auf Ammoniak ver- 
schwunden waren. Diese Umfiallung wurde dreimal vorgenommen. 

Das Praparat wurde bei 120° im Thermostaten vor der Analyse zur 
Konstanz getrocknet. 

0,1861 g Substanz hinterlieBen nach der Verbrennung 0,0015 g Fe, Os. 
d. i. 0,80 oder 0,56°%, Fe. Der Eisengehalt, war also bei diesem Ver- 
fahren um 44°), gefallen, da der Ausgangswert 1,00°, Fe betrug. 

Wir haben nun versucht, die Enteisenung mit Bromwasserstoff- 
sdure und Eisessig durch Wiederholung des Vorganges weiterzutreiben 
und haben zu unserem Erstaunen Resultate erhalten, welche wir vorerst 
auf Analysenfehler bzw. Rechenfehler zuriickfiihrten. Wir erhielten 
namlich bei Wiederholung der Behand)ung mit Bromwasserstoff-Eisessig. 
wenn auch in geringer Ausbeute, eine Substanz, welche nach dem 
Trocknen bei 120° zur Konstanz folgende Analysenwerte gab: 

0,1220 g geben nach dem Vergliihen 0,0052 g Fe,O,, d.i. 4,26°, 
Fe, O,, d. i. 3,00 %, Fe. 

Es war also dieses Praparat weitaus eisenhaltiger als der Ausgangs- 
kérper, d. h. der Eisengehalt des Endpraparates war auf das Sechs- 
fache gestiegen. Wir suchten nun eine Erklarung dafiir. Es waren 
zwei Méglichkeiten vorhanden. Die erste, daB wir mit den Reagenzien 
Eisen in die Verbindung eingeschleppt haben, die zweite, welche 
wir schon in der Abhandlung von S. Frankel und Hermann Prinz 
geiuBert haben, daB Tryptoporphyrin mit einem gleichgebauten Kérper, 
welcher eisenhaltig ist, verunreinigt ist, und daB wir hier in diesem 
neuen Experiment nun den eisenfreien Koérper zerstért, den eisen- 
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haltigen Kérper aber gewonnen haben, und daB dieser der Behandlung 
mit Bromwasserstoff-Eisessig gréBten Widerstand leistet. 


Enteisenung mit Chlorwasserstoffsdure. 


Wir versuchten statt Bromwasserstoffsiure Chlorwasserstoffsiure 
zu benutzen, und lésten 2 g unseres Rohpraparats, welches 1 °/, Eisen 
enthielt, in der 50fachen Menge rauchender Chlorwasserstoffsiure und 
filtrierten nach 24 Stunden durch Glaswolle vom Ungelésten ab. Es 
war nur ein Teil in Lésung gegangen. Wir entfernten die Chlorwasser- 
stoffsiure, indem wir die filtrierte Fliissigkeit in einem Vakuum- 
exsikkator iiber Atznatron hielten, bis das Priparat nach haufigem 
Wechseln des Atznatrons trocken war. Der Riickstand war amorph. 
Wir lésten ihn in verdiinntem Ammoniak, in dem er nur zum Teil 
loslich war, und fallten die zentrifugierte Lésung mit verdiinnter Essig- 
siure und wiederholten diesen Vorgang mehrfach. Wir erhielten dann 
eine kleine Menge eines Praparats, welches wir bei 120° zur Konstanz 
trockneten. 

0,1148 g Substanz gaben nach dem Vergliihen 0,0142g Asche, 
d. i. 12,36°%, Fe,O,, entsprechend 8,65°%, Fe. 

Wir sehen also hier, daB nach dem Zerstéren der Hauptmasse 
des Tryptoporphyrins oder nach dem Verlust desselben im Ungelésten 
es gelingt, einen Koérper zu isolieren, welcher fast den Eisengehalt des 
Hamatins besitzt. 


Enteisenung mit Lauge. 

Wir versuchten auch die Enteisenung mit Lauge durchzufihren. 
Wir haben das oben beschriebene, mit Bromwasserstoff-Eisessig ge- 
reinigte Tryptoporphyrin mit der 50fachen Menge 10 °,iger eisenfreier 
Kalilésung 114 Stunden gekocht, dann mit Wasser verdiinnt und mit 
Essigsiure angesiuert. Es fiel eine rote Substanz aus, die wir griindlich 
auswuschen, in Ammoniak lésten, mit Essigsiure fallten. Dieser Vor- 
gang wurde mehrfach wiederholt. 

Bei der Analyse des bei 120° getrockneten Korpers erhielten wir 
folgende Werte : 

0,2290 g Substanz geben nach der Verbrennung 0,0018g Asche, 
entsprechend 0,78 °/, Fe,O, oder 0,54°%, Fe. 

Da der Ausgangskérper 0,56 °, Fe enthielt, war die Einwirkung 
der Lauge gleich Null zu setzen. 


Wir haben diese Versuche, um ganz sicher zu gehen, mehrfach 
wiederholt. Als wir ein Praparat mit 0,91 °, Eisengehalt der Einwirkung 
vom Bromwasserstoff-Eisessig unterwarfen, eine Woche lang unter 





hi 


en 


na 


su 
Zi 
die 
un 
sul 








ing 


ure 


ind 


‘eil 
‘ig - 
nn 
nz. 


he, 


ten 
des 


en. 
ge- 
ier 
nit 
ich 
or- 


wir 
he, 


ing 


wch 


ing 
ter 





75 


Tryptoporphyrin. 


haufigem Schiitteln bei Zimmertemperatur, erhielten wir nach dem 
beschriebenen Verfahren ein Priparat, welches, bei 120° getrocknet, 
einen Eisengehalt von 0,79 °%, zeigte. 

0,2912 g, bei 120° getrocknet, geben nach dem Verbrennen 0,0033 g 
Asche, d. i. 1,13 %, Fe,O, oder 0,79 °, Fe. 

In dem friheren Experiment haben wir ein Priaparat mit 
geringerem Eisengehalt, und zwar 0,56°, Fe, erhalten. Wir beob- 
achteten im Laufe dieses Experiments eine zweite Substanz, welche 
sich in Ammoniak nicht léste. Wir haben sie daher mit warmem 
Ammoniak gelést, vom Ungelésten zentrifugiert und sie in beschriebener 
Weise gereinigt. 

0,2925g Substanz, bei 120° getrocknet, geben 0,0039g Asche, 
entsprechend 1,36 °, Fe,O, oder 0,95 °%, Fe. 

Wir finden also genau den gleichen Eisengehalt, wie ihn die 
Ausgangssubstanz zeigte. Es war daher ein Teil nicht angegriffen, 
aber in reiner Léslichkeit verandert. 


Einwirkung von heiBem Bromwasserstof{-Hisessig. 


Wir haben die Substanz, welche 0,79°; Eisen enthielt, in der 
Wirme mit Bromwasserstoff-Eisessig behandelt. Wir erhitzten den 
Kolben unter RiickfluBkihlung 2 Stunden auf dem Wasserbad, 
ein Teil des Rohprodukts liste sich. Die Lésung wurde abgeschleudert, 
mit Wasser verdiinnt, mit Ammoniak bis zur schwach sauren Reaktion 
neutralisiert und dann zentrifugiert. Das Prazipitat wurde in ver- 
diinntem Ammoniak gelést, die ammoniakalische Lésung vom Un- 
gelésten abfiltriert, wieder mit Essigsiure gefallt und dieser Vorgang 
einige Male wiederholt, und nun erhielten wir wieder das gleiche 
Resultat wie friiher: eine kleine Menge einer Substanz, welche folgende 
Analysenwerte gab: 


0,1699 g der bei 120° zur Konstanz getrockneten Substanz geben 
nach der Verbrennung 0,0074 g Asche, d. i. 4,41 °, Fe, O, oder 3,08 °, Fe. 


Vergleicht man das Resultat mit dem oben beschriebenen, Ver- 
such, bei dem wir die Enteisenung mit Bromwasserstoff-Eisessig bei 
Zimmertemperatur zu wiederholen versucht haben, so sehen wir hier 
die gleiche Zerstérung oder Verinderung der Hauptmenge der Substanz 
und die Verdreifachung des Eisengehalts gegeniiber der Ausgangs- 
substanz in dem gewonnenen kleinen Teil des léslichen Praparates. 

Wir haben nun einen neuen Versuch gemacht, um die eisenfreie 
Verbindung in einer der Fraktionen zu erhalten. Wir haben zu diesem 
Zwecke 2 g eines Praparats, welches 0,91 °,, Eisen enthielt, mit 60 cem 
Bromwasserstoff-Eisessig unter RiickfluB8kiihlung 6 Stunden auf dem 
Wasserbad behandelt. Ein Teil léste sich in der Saure auf, wir ver- 
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diinnten mit Wasser und filtrierten die saure Lésung ab und wuschen 
mit heiBem Wasser den ungelésten Anteil. Den Riickstand, der ungelést 
war, suchten wir in verdiinntem Ammoniak zu lésen, ein Teil ging in 
Lésung. Wir wuschen nun griindlich das Ungeléste mit Ammoniak 
aus und hatten jetzt drei Teile: 1. die saure Lésung, 2. die ammoniaka- 
lische Lésung und 3. den in Ammoniak unldéslichen Anteil. Der in 
Saure lésliche Anteil wurde in beschriebener Weise behandelt. Abe: 
die Mutterlaugen konzentrierten wir und haben sie dann, da sie gefarbt 
waren, der Dialyse unterworfen und erhielten so eine vierte Fraktion 

Alle Verbindungen wurden bei 120° zur Konstanz getrocknet. 

Analyse des aus der Bromwasserstofflésung gefallten Kdérpers. 

65,815 mg Substanz geben 2,755 mg Asche, entsprechend 4,09 ° , 
Fe,O, oder 2,86°, Fe. (In den friiheren Experimenten haben wir 
ungefahr 3°, erhalten.) 

Der in Saure unlésliche, in Ammoniak aber lésliche Kérper gab 
folgende Analysenzahlen: 

13,350 mg Substanz geben 0,138 mg Asche, d.i. 1,03°% Fe,O, 
oder 0,72 %, Fe. 

Es ist also das Eisen in diesem Praparat von 0,91 auf 0,72°, ab- 
gesunken. 

Der in Saéure und Ammoniak unldésliche Kérper. 

5,491 mg Substanz' geben nach der Veraschung 0,117 mg Asche, 
entsprezhend 2,13 °%, Fe,O, oder 1,49°, Fe. Die Fliissigkeit, welche wir 
bei der Neutralisation der ersten Substanz erhalten hatten, haben 
wir eingedampft und durch Pergamentpapier dialysiert, bis im Dialysat 
die Ammoniakreaktion mit Nesslerschem Reagens ausblieb. Jm 
Pergamentpapier war eine braune Substanz ausgefallen. Wir fil- 
trierten sie von der Fliissigkeit ab und wuschen sie griindlich aus. 
Es waren nur sehr kleine Mengen von der Substanz da. Die Analyse 
ergab: 0,0150 mg gaben 0,0010 mg Asche, entsprechend 6,66 °/, Fe, 0, 
oder 4,66 °%, Fe. 

Das Filtrat von dieser Substanz, also die fiinfte Substanz, wurde 
bis zu einem Sirup auf dem Wasserbad eingeengt und mit Alkohol 
ausgefallt und mit Alkohol gewaschen. 


Die bei 120° getrocknete Substanz, welche wir auch nur in 
kleinsten Mengen erhalten haben, gab folgendes Analysenresultat: 


1,450 mg gaben 0,080 mg Asche, d. i. 5,52 °/, Fe,O, oder 3,85 %, Fe. 


Enteisenung mit Hydrazin in saurer Lésung. 


Wir haben versucht, nachdem wir gesehen haben, daB diese 
Behandlungsmethcden, welche ja vom Hamin mehr coder minder 
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glatt zum Hamatoporphyrin fiihren, nicht den gewiinschten Effeki 
zeigten, sondern sich in einer anderen Richtung abspielten, auf die wir 
noch zum Schlu8 zuriickkommen wollen, die Enteisenung mit Hydrazin 
in saurer und alkalischer Lésung durchzufihren. 


Wir haben 2 g Tryptoporphyrin mit einem Eisengehalt von 0,91 °, 
in 40cem Eisessig auf dem Wasserbad in Lésung gebracht, wobei 
sich ein groBer Teil léste. Dann setzten wir in der Kilte 40 Tropfen 
reine Hydrazinbase zu. Es erfolgte nur eine sehr geringe und schwache 
Reaktion. Darauf erwirmten wir 3 Stunden auf dem Wasserbad, 
lieBen in der Nacht stehen und filtrierten die Eisessiglésung von dem 
Ungelésten ab. Zu der Lésung setzten wir destilliertes Wasser, wobei 
sich eine Substanz abschied, die wir abzentrifugierten. Wir listen sie 
dann wieder in Ammoniak auf, zentrifugierten vom Ungelésten und 
fillten wie oben beschrieben mit Essigsiure und behandelten das 
Praparat auch sonst wie oben beschrieben. ’ 

Die Substanz gab folgende Analysenresultate: 

0,1610 g gaben 0,0014g Asche, entsprechend 0,86°,, Fe,O, oder 
0,60°%, Fe. Der Eisengehalt war also gefallen, und zwar in gleicher 
Weise wie in dem primar mit Bromwasserstoff-Eisessig behandelten 
Farbstoff. 


Behandlung mit Hydrazin in alkalischer Lésung. 


2g der 0,91°, Eisen enthaltenden Substanz wurden in 50 ccm einer 
konzentrierten Natronlauge auf dem Wasserbad gelist. Nach dem Er- 
kalten wurden 40 Tropfen Hydrazin zugesetzt und wieder auf dem 
Wasserbad erwirmt. Es erfolgte eine intensive Reaktion mit Gasent- 
wicklung, und die Farbe der Lésung wird tiefrot. Am nichsten Tage 
wurde die Lésung stark verdiinnt, ohne da ein Niederschlag sich 
abscheiden wiirde. Wir saduerten die Lésung mit Essigsiure an, es 
fiel ein roter Niederschlag aus, der mit Wasser vollstandig aus- 
gewaschen wurde, dann wurde er in Ammoniak gelést, vom Ungelisten 
abzentrifugiert und die Lésung wieder mit Essigsiure gefallt. Dieser 
Vorgang wurde mehrfach wiederholt, die resultierende Substanz bei 
120° zur Konstanz getrocknet. Die Substanz gab folgende Analysen- 
resultate : 

0,1624g Substanz gaben nach der Veraschung 0,0021 g Asche, 
entsprechend 1,29-°%, Fe,O, oder 0,90°, Fe. 

Die Substanz war also vollstdéndig unverdndert, da sie den gleichen 
Eisengehalt zeigte wie das Ausgangspraparat. 


Wir haben hierauf versucht, die beiden Enteisenungsverfahren mit 
Bromwasserstoff-Eisessig und Hydrazin in der Weise zu kombinieren, 
daB wir sie nacheinander fiir das gleiche Praparat benutzten. Zu diesem 
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Zweck haben wir ein mit Bromwasserstoff-Eisessig gereinigtes Praparat 
mit einem Eisengehalt von 0,79°, mit Hydrazin in saurer Lésung 
behandelt. 0,7 g des Tryptoporphyrinpraparats lésten wir in 30 ccm 
Eisessig und setzten 30 Tropfen Hydrazin zu und erwirmten 3 Stunden 
lang auf dem Wasserbad. Am nichsten Tage filtrierten wir, ver- 
diinnten die Saurelésung und setzten bis zur schwach sauren Reaktion 
Ammoniak zu. Wir erhielten einen Niederschlag, den wir ausschleuderten, 
griindlich mit Wasser wuschen, wieder in Ammoniak listen, wieder 
schleuderten und die klare Lésung mit Essigsaure fiillten. Der Vor- 
gang wurde dreimal wiederholt. 


0,2363 g Substanz gaben 0,0021 g Asche, entsprechend 0,89 %, Fe, 0, 
oder 0,62 °, Fe. 


Der Gehalt an Eisen korrespondiert vollstaéndig mit dem Praparat. 
welches lediglich nur mit Hydrazin behandelt wurde ohne vorher- 
gehende Behandlung mit Bromwasserstoff-Eisessig. 


Reduktion mit Zinkstaub und Lauge. 


Wir versuchten hierauf, mit Lauge und Zink das Priparat zu 
reduzieren, und haben 4g Tryptoporphyrin mit einem Eisengehalt 
von 0,91% mit 200cem 10°, iger Kalilauge und Zinkstaub auf dem 
Wasserbad unter RiickfluBkiihlung 4 Stunden lang erwirmt, hierauf 
abgekiihlt und zentrifugiert. Die Fliissigkeit wurde mit Essigsiure 
angesiuert und der entstandene Niederschlag salzfrei gewaschen, 
hierauf in Ammoniak gelést, zentrifugiert, dekantiert und wieder mit 
Essigsdure gefallt. Dieser Vorgang wurde des éfteren wiederholt, das 
Praparat zeigte folgende Analysenwerte: 

0,1556 g Substanz gaben 0,0020 g Asche, entsprechend 1,28 °/,Fe, O, 
oder 0,89 °, Fe. 


Der Eisengehalt war daher in diesem Priparate nicht gesunken. 


Diese Experimente, zusammengehalten mit denen der ersten Ab- 
handlung, in welcher die Auffindung des Tryptoporphyrins beschrieben 
ist, bringen uns zu folgender Ansicht: 

Die Hauptmasse des Hamatins wird bei der prolongierten Ver- 
dauung mit Trypsin bzw. Pankreatin in alkalischer Lésung in einen 
eisenfreien Kérper verwandelt unter Abbau des Molekiils, also zum 
Tryptoporphyrin. Ein kleiner Teil, der nur einige Prozente ausmacht, 
halt mit groBer Hartnackigkeit, obwohl auch hier ein Abbau erfolgt ist, 
das Eisen zuriick, und keines der bekannten Verfahren zur Enteisenung 
des Hiimatins fiihrt hier zum Resultat. Im Gegenteil, die verwendeten 
Reagenzien kénnen die Hauptmasse des verwendeten Praparates zer- 
stéren, und man erhalt dann eine kleine Menge einer sehr eisenreichen 
Verbindung, welche mit ihrem Eisengehalt sich schon dem Hamin nahert, 
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ohne aber seine spektralen Erscheinungen zu zeigen. Diese Versuche 
berechtigen wohl zu dem SchluB, daB auch im Hamoglobin bzw. im 
Hiamatin das Eisen in zwei verschiedenen Formen gebunden ist. Eine 
lockere Form, welche der Hauptmasse entspricht und welche durch 
die bekannten Verfahren in der Weise gespalten werden kann, daB 
man zu eisenfreien Farbstoffen gelangt, und eine zweite Form, welche 
sich gegeniiber den Einwirkungen von Bromwasserstoff-Eisessig, 
Hydrazin usf. resistent verhalt. Es sind wohl auch andere Beob- 
achtungen in der Literatur, welche auf eine solche Verschiedenheit 
in der Bindung hinweisen, darunter auch die Beobachtung iiber die 
nicht gerade sehr gute Ausbeute an Hamatoporphyrin bei der Ent- 
eisenung des Hamins. 


ee I er ee ee 


1 eg et is 


Uber den Vitamin-B-Gehalt 
verschiedener Hefen und damit hergestellter Weizenbrote. 


Von 
Arthur Scheunert und Martin Schieblich. 
(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 20. Juni 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei der Herstellung von Weizenbroten werden iiblicherweise 5 g 
PreBhefe auf 280 g Mehl verwendet. Bekanntlich gelingt es mit solchen 
Weizenbroten nicht, Tauben oder Ratten vor Vitamin-B-Mangel zu 
schiitzen, und es wird infolgedessen angegeben, daB diese WeiBbrot- 
gebacke als praktisch vitamin-B-frei anzusehen seien. Hierin liegt 
insofern ein Widerspruch, als die bei der Herstellung der Gebicke 
verwendete Hefe vitamin-B-haltig ist. Die Sache liegt also so, daB die 
Mengen Weifbrot, die bei Vitaminversuchen von den Versuchstieren 
aufgenommen werden kénnen, nicht genug von der verwendeten Back- 
hefe enthalten, um eine Vitamin-B-Wirkung entfalten zu kénnen. 
Nicht wahrscheinlich ist die andere Annahme, daB beim Backprozel 
das Vitamin B vernichtet wird. Die Temperaturen im Brot sind nicht 
so hoch, als daB eine solche Vernichtung méglich erscheint. Diese 
Uberlegungen, die in einer friiheren Mitteilung! bereits angedeutet 
wurden, fiihrten dazu, einige bickereiiibliche PreBhefen und im An- 
schlu8 daran nochmals einige mit diesen Hefen hergestellte Brotarten 
auf ihren Vitamin-B-Gehalt zu priifen. Da es durch Untersuchungen 
anderer Autoren bekannt ist, daB die Brauereihefen einen reichlichen 
Gehalt an Vitamin B aufweisen, wurde eine Bierhefe zum Vergleich 
herangezogen. Die Untersuchungen selbst wurden an Tauben und 
jungen wachsenden Ratten angestellt. Die Methodik ist bereits friiher 
eingehend beschrieben worden, so da sich eine erneute Darstellung 
derselben eriibrigt. Zur Untersuchung gelangte eine auf Melassenahrboden 
geziichtete technische PreBhefe, die im folgenden als Melassehefe be- 


1 Diese Zeitschr. 202, 380, 1928. 
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zeichnet und gegenwaitig vorwiegend verwendet wird. Des weiteren 
wurde eine technische PreBhefe benutzt, die unter Zugabe von Getreide- 
maische geziichtet wurde und infolgedessen als Getreidehefe bezeichnet 
wird. Brauereihefe diente zum Vergleich. Die Bickereihefe wurde 
laufend frisch bezogen. Sie wurde stets auf ihren Trockensubstanz- 
gehalt untersucht und immer in Mengen gleichen Trockensubstanz- 
gehalts bei den Versuchen verwendet. Die Zahlen, die bei den Ver- 
suchen angegeben sind, beziehen sich somit nicht auf die frische 
PreBhefe, deren Trockensubstanzgehalt bei der Melassehefe zwischen 
23,1 und 24,7°% und bei der Getreidehefe zwischen 25,0 und 26,5 °%,, 
schwankte, sondern entsprechen stets der angewandten Trockensubstanz- 
menge. 
A. Untersuchung der Hefen. 


I. Vergleich des Gehalts der Hefen an antineuritischem Faktor.in Tauben- 
versuchen. 
a) Melassehefe. 

Zwei auf vitamin-B-freier Diit (polierter Reis) gehaltene Tauben, 
Nr. 146 (273g) und Nr. 147 (335g), erhielten taglich 0,2 bzw. 0,3¢ auf 
Trockensubstanz berechnete PreBhefe zwangsweise einverleibt. Sie konnten 
damit nicht vor Vitamin-B-Mangel geschiitzt werden. Das Kérpergewicht 
und die Kérpertemperatur sanken allmahlich ab. Nach 20 Tagen zeigten 
die Tiere das auBere Bild, wie es bei ungeniigender Vitamin-B-Zufuhr 
stets gefunden wird (aufgeplustert, traurig, griiner Kot). Die Gaben wurden 
daraufhin auf 0,4 bzw. 0,5 g erhéht. Mit diesen Mengen konnten die Tauben 
nunmehr im Gleichgewicht gehalten werden; das Kérpergewicht hob sich 
allmahlich und ebenso ging die Kérpertemperatur wieder auf die normale 
Hohe von 42 bis 43° empor. Nachdem der Versuch mit den neuen Mengen 
weitere 28 Tage gelaufen und damit gezeigt war, daB diese Hefemengen 
gerade ausreichten, die Tauben vor Vitamin-B-Mangel zu schiitzen, wurde 
er abgebrochen. Er zeigt, daB 0,4 und 0,5 g Trockensubstanz der Melasse- 
preBhefe, die 1,67 und 2,09g feuchter PreBhefe entsprechen, gerade hin- 
reichten, Tauben vor Vitamin-B-Mangel zu bewahren. Beide Tiere waren 
am SchluB8 des Versuchs in gutem Gesundheitszustand. 


b) GetreidepreBhefe. 

Zwei Tauben, Nr. 144 (292g) und Nr. 145 (373g), erhielten taglich 
0,2 und 0,3 g Getreidehefe-Trockensubstanz. Das leichte Tier zeigte mit 
0,2 g Hefetrockensubstanz ein ganz allmiahliches Absinken der Temperatur 
von 42,3 auf 41° am 37. Tage. Das Kérpergewicht des Tieres verminderte 
sich in dieser Zeit von 292 auf 247 g. Die mit der Hefe zugefiihrte Vitamin-B- 
Menge hatte also hier schon beinahe geniigt, das leichte Tier zu schiitzen. 
Am 35. Tage wurde die Gabe auf 0,3 g Trockensubstanz erhéht und hiermit 
ein Wiederanstieg der Kérpertemperatur und des Kérpergewichts erzielt. 
Die schwerere Taube mit 0,3 g Trockensubstanz nahm starker ab, verlor 
in 20 Tagen 71 g Koérpergewicht und zeigte dabei 41° Temperatur. Eine 
Erhéhung der Gabe auf 0,4g brachte den Gewichtsabfall zum Stillstand 
und die Kérpertemperatur zum Wiederanstieg. Wiahrend weiterer 28 Tage 
hielt sich das Tier auf diesem Stande. Beide Tiere zeigten am SchluB des 
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Versuchs ein normales Befinden. Es wurde aus diesem Versuch geschlossen, 
daS die auf Getreidemaische geziichtete PreBhefe einen etwas besseren 
Vitamin-B-Gehalt als die MelassepreBhefe aufweisen mu8, da schon 0,3 
und 0,4g Trockensubstanz der GetreidepreBhefe, die 1,17 und 1,55¢ frischer 
Hefe entsprechen, die Versuchstiere vor Vitamin-B-Mangel schiitzten. 


c) Brauereihefe. 


Die zum Vergleich herangezogene Brauereihefe wurde an zwei Tauben, 
Nr. 158 (293g) und Nr. 159 (349g), verabreicht. Nr. 158 erhielt 0,1 g, 
konnte hiermit aber nicht im Gleichgewicht gehalten werden. Nach 20 Tagen 
war das Gewicht auf 255g und die Temperatur auf 41,6° gesunken. Eine 
Erhéhung der Zugabe auf 0,15 g erzielte Wiederherstellung des normalen 
Zustandes. Die Temperatur ging wieder auf 42 und 43° hinauf und das 
Ké6rpergewicht hielt sich wahrend des weiteren 32tagigen Versuchs mit 
geringen Schwankungen nahezu konstant. Das schwerere Tier, Nr. 159, 
erhielt von Anfang an 0,2 g Zulage, die gerade ausreichte, Kérpergewicht 
und -temperatur konstant zu erhalten. Man kann somit schlieBen, dai 
0,15 bis 0,2 g Trockensubstanz, also 0,65 und 0,87 g der frischen Brauerei- 
hefe geniigten, Tauben vor Mangel an antineuritischem Faktor zu schiitzen. 
Das Ergebnis entspricht also den Erfahrungen friiherer Autoren, dai 
Brauereihefe einen héheren Gehalt an antineuritischem Faktor besitzt als 
Backereihefe. Der Unterschied ist beachtlich, wobei natiirlich méglich ist, 
da8B der Gehalt an antineuritischem Faktor bei anderen Brauereihefen je 
nach der Braumethode Schwankungen, deren Ursache noch nicht geniigend 
erforscht ist, aufweist, waihrend andererseits die Eventualitat nicht von 
der Hand zu weisen ist, da8 auch Backereihefen verschiedener Provenienz 
einen anderen Gehalt an antineuritischem Faktor ergeben. Wir selbst 
hatten friiher! als unterste Grenze bei einer ganz besonders hoch wirksamen 
Breuereihefe 0,075 und 0,1 g Trockensubstanz als Schutzdosis ermittelt. 


II. Priifung des Vitamin-B-Gehalts verschiedener Hefen an Ratten. 


Die Untersuchung erfolgte an jungen wachsenden vitamin-B- 
verarmten Ratten, die Zulagen der verschiedenen Hefen erhielten, die 
0,1, 0,2 und 0,3 g Trockensubstanz entsprachen. Die Ergebnisse lassen 
sich am besten aus der beigegebenen Kurventafel (Abb. 1) ablesen, in 
der die Wirkungen der entsprechenden Zulagen auf das Wachstum 
untereinander angeordnet aufgefiihrt sind. Es ist kein Zweifel, dat 
der Rattenversuch zu einem anderen Ergebnis als der Taubenversuch 
gefiihrt hat. Unterschiede zwischen Melassehefe und Getreidehefe 
sind beim Rattenversuch nicht deutlich zu erkennen, und bemerkens- 
werterweise kommt die Uberlegenheit der Brauereihefe kaum zum 
Ausdruck. Nur bei der héchsten Zugabemenge, die 0,3 g Hefetrocken- 
substanz entsprach, war die Wirkung der Bierhefe besser. Keines- 
wegs kann man aber hier von einer ahnlichen Uberlegenheit der Brauerei- 
hefe, wie sie im Taubenversuch zu bemerken war, sprechen. Die Ur- 
sache fiir diese Erscheinung ist darin zu erblicken, daB im Taubenversuch 


1 Chem. d. Zelle u. Gewebe 18, H. 1, 1926. 
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im wesentlichen der antineuritische Faktor des Vitamins B, im Ratten- 
versuch aber der andere Faktor des Vitamins B, den man als ,,Anti- 
pellagra-Faktor‘ oder, wenn auch nicht ganz zutreffend, als ,,wachstums- 
férdernden** Faktor bezeichnet, nachgewiesen wird. Man sieht also, 
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. Abb. 1. 


daB die beiden Faktoren nicht in gleicher Weise in allen Hefen verteilt 
sind. Die Brauereihefe ist reicher an antineuritischem Faktor als die 
Backereihefe, aber beziiglich des wachstumsférdernden Faktors besteht 
ein solcher Unterschied nicht. Bei der Beurteilung des Vitamin-B- 
Gehalts des Brotes wird man diese soeben dargelegten Verhaltnisse des 
Vitamin-B-Gehalts der Hefe in Zukunft beriicksichtigen miissen. 


B. Untersuchung der Brote. 


Nachdem die Untersuchung der Hefen im ersten Abschnitt ein Bild 
vom Vitamin-B-Gehalt der zu Backzwecken verwendeten Hefen gegeben 
hat, ist der Vergleich mit dem Vitamin-B-Gehalt der damit hergestellten 
Brote von Interesse. Die Brote wurden unter Verwendung derselben 
Hefen und unter Beriicksichtigung von deren Trockensubstanzgehalt 
von der Norddeutschen Hefeindustrie A.-G. in deren Versuchs- 
laboratorium hergestellt und uns regelmaBig frisch geliefert. Es kamen 
dabei auf 280g Mehl stets PreBhefemengen zur Verwendung, die, 
auf Trockensubstanz berechnet, 5 und 15g Hefe entsprachen. AuBer- 
dem wurde zum Vergleich ein mit Backpulver hergestelltes Brot heran- 
gezogen. 
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I. Vergleich des Gehalts der Brote an antineuritischem Faktor in Tauben- 
versuchen. 


Zum Nachweis des antineuritischen Faktors im Brot miissen den 
Tauben sehr grobe Brotmengen beigebracht werden, was nur durch 
Zwangsfiitterung méglich ist. GréBere Quantititen als 20g Brot 
kénnen ohne Schadigung der Tiere auf die Dauer nicht verabreicht 


werden. 
a) Brot mit Backpulver hergestellt. 


Zwei Tauben, Nr. 156 (332g) und Nr. 157 (279g), erhielten je 20¢ 
Brot taglich. Es gelang mit diesen 20g nicht, die Tauben zu schiitzen. 
Sie erkrankten rasch an Vitamin-B-Mangel. Bereits nach 13 Tagen traten 
bei Nr. 157 Krampfe ein. 


b) Brot mit Melassehefe (5g). 


Durch Verabreichung von 20 g Brot, das unter Zugabe von 5g PreBhefe 
gebacken worden war, gelang es nicht, zwei Tauben, Nr. 152 (321 g) und 
Nr. 153 (296g), vor Vitamin-B-Mangel zu schiitzen. Nr. 152 zeigte am 
20. Tage Krampfe. Beide Tiere konnten durch Hefezugabe geheilt werden. 
Da bei den Backversuchen stets die verwendete Menge Hefetrockensubstanz 
zugrunde gelegt worden ist, sind wir nunmehr in der Lage, zu berechnen, 
wieviel Hefetrockensubstanz die Versuchstauben mit der verabreichten 
Brotmenge erhielten. Bei dem soeben besprochenen Versuch waren in 
den 20g Brot 0,074 g Hefetrockensubstanz enthalten. Da nach dem im 
ersten Abschnitt mitgeteilten Versuch Ia von dieser Hefe aber 0,4 und 
0,5 g Trockensubstanz erforderlich waren, um Tauben zu schiitzen, ist es 
klar, daB der Brotversuch ohne Erfolg verlaufen muBte. 


c) Brot mit Melassehefe (15g). 


Ein weiteres Brot war mit 15g PreBhefe hergestellt worden. Dieses 
wurde bei vier Tieren, Nr. 154 (295 g), Nr. 155 (297 g), Nr. 162 (283 z) und 
Nr. 163 (373 g), gepriift. Nr. 154 und 155, die 17 g Brot erhielten, zeigten 
am 36. bzw. 38. Tage Temperaturabsturz und typische Krampfe. Bei 
Nr. 163 trat dasselbe am 39. Tage ein. Nr. 162 hielt am langsten aus und 
zeigte erst am 47. Tage plétzlichen Kollaps unter starkem Temperatur- 
absturz. Alle vier Tiere wurden durch Hefezugabe geheilt. Auch dieses 
Brot war also in Mengen von 20g nicht imstande, den Vitamin-B-Mange| 
aufzuhalten. Mit 20g waren den Tauben 0,22g Hefetrockensubstanz 
zugefiihrt worden. Auch diese konnten nach der im ersten Teile de 
Arbeit gemachten Feststellung nicht geniigen. 


d) Brot mit Getreidehefe. 


Die Versuche mit Getreidehefe nahmen einen etwas gimstigeren Verlaut. 
Das Brot mit 5 g Hefezusatz vermochte ebenfalls nicht, die Tauben Nr. 148 
(378 g) und Nr. 149 (307 g) vor Vitamin-B-Mangel zu bewahren. Hingegen 
gelang es mit dem Brot, das mit 15g Hefezusatz gebacken war, ein Tie! 
zu schiitzen. Dieses Tier, Nr. 150 (322 g), erhielt eine tagliche Zulage von 
17 g, die geniigte, das Tier 56 Tage lang auf seinem Anfangsgewicht und 
bei gleichbleibender Kérpertemperatur zu halten. Die Zulage war, wie dic 
Schwankungen des Gewichts durch voriibergehende Anstauungen im Krop! 





II 


Ze} 
ein 


sin 
Die 
lan 








ben - 


den 
rch 
Brot 
icht 


20g 
Zen. 
aten 


hefe 
und 

am 
den. 
tanz 
nen, 
hten 
n in 
1 im 
und 


it es 


ieses 
und 
yten 
Bei 
und 
tur - 
iaSeS 
ngel 
tanz 
det 


auf. 

148 
agen 
Tier 


von 
und 
» die 
rop! 





Vitamin-B-Gehalt verschiedener Hefen. 8&5 


zeigten, gerade an der Grenze des Zuliassigen. Der Wegfall der Brotzulage 
fiihrte sogleich zu einem gewaltigen Gewichtsabsturz. Das schwerere 
Kontrolltier, Nr. 151 (389 g), konnte allerdings mit dieser Menge nicht vor 
dem Ausbruch polyneuritischer Krampfe geschiitzt werden. Auf Hefe- 
trockensubstanz berechnet, erhielten die Tiere Nr. 148 und 149 0,07 g Hefe- 
trockensubstanz, die nicht geniigen konnte. Die Tauben Nr. 150 und 151 
bekamen 0,18 g Trockensubstanz. Auch diese Menge ist nach unseren 
Feststellungen im ersten Teile dieser Untersuchung noch zu gering, um 
Erfolge zu erzielen. Da dort Taube Nr. 144 mit 0,2 g Getreidehefe-Trocken- 
substanz nahezu ausgekommen ist, erklirt sich das giinstige Ergebnis 
vermutlich aus individuellen Unterschieden bei der Taube Nr. 150 derart, 
daB dieses Tier einen besonders geringen Vitamin-B-Bedarf hatte. Der 
Versuch bietet im gewissen Sinne eine Bestatigung unseres frither ver- 
6ffentlichten Versuchs mit ahnlich hergestelltem Brot. Jetzt, nachdem 
wir den Vitamingehalt der Hefe aber genau kennen, wird es auch klar, 
warum man in den iiblichen Weizenbrotgebaicken unmdglich einen Vitamin- 
B-Gehalt im Taubenversuch nachweisen kann, und man sieht, da®B selbst 
eine Verdreifachung der beim Backen iiblich angewandten -Hefemenge 
noch nicht die im Taubenversuch notwendigen Vitamin-B-Mengen im 
Brote mit Sicherheit zufiihrt. Weiter kann man hieraus aber auch schlieBen, 
daB der Vitamin-B-Gehalt der Hefe offenbar beim BackprozeB nicht beein- 
trachtigt wird und auch die gemeinsame Verfiitterung mit viel Kohlehydrat 
nicht die Ursache des negativen Ausfalls der Versuche ist. Sonst wiirde 
die Taube Nr. 150 bei unserem gegenwartigen Versuch und auch die mit 
einem ahnlichen Brot geschiitzte Taube unserer friiheren Arbeit nicht vor 
Vitamin-B-Mangel bewahrt geblieben sein. 


II. Vergleich des Gehalts der Brote an Antipellagra-Faktor im Rattenversuch. 

Die Untersuchung der Brote im Rattenversuch wird in Abb. 2 wieder- 
gegeben. Man sieht daraus, daB mit keinem der Brote durch 3g Zugabe 
ein Erfolg erzielt worden ist. Immerhin haben die nur mit Backpulver 





3g Brot(Backpulver) | 
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Abb. 2. 


hergestellten Brote zweifellos die geringste Wirkung entfaltet, denn hier 
sind zwei Tiere gestorben und eins erkrankte an polyneuritischen Krampfen. 
Die Zulage der mit Hefe gebackenen Brote konnte die Tiere giinstigstenfalls 
langere Zeit am Leben erhalten, ohne ihnen aber Wachstumsméglichkeit 
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zu geben. Berechnet man die mit den Brotzugaben verabreichten Hefe- 
trockensubstanzmengen, so ergibt sich, daB diese die nach den Versuchen 
mit Hefe zum Wachstum notwendige Menge nicht erreichten. Da bei 
unseren friiheren Versuchen von einem mit 15g Hefe gebackenen Brot 
3g ein klein wenig bessere Erfolge erzielt hatten, kann man annehmen, 
daB der Vitamingehalt der Backereihefen auch gewisse Schwankungen 
aufweist. Schon beim Taubenversuch war es aus methodischen Griinden 
nicht méglich gewesen, Brotmengen zuzulegen, deren Vitamin-B-Gehalt 
jenem entsprochen hatte, der nach den Ergebnissen der Hefeuntersuchungen 
befriedigendes Wachstum hitte sichern kénnen. Von den mit 5g Hefe 
gebackenen Broten hatten mehr als 50g, und von denen mit 15g Hefe 
gebackenen erst 20g und mehr die Hefemengen enthalten, die bei Ratten 
im Hefeversuch allmahliches und besseres Wachstum hervorriefen. Solche 
groBe Mengen Brot werden von den Ratten nicht aufgenommen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Beurteilung des Vitamin-B-Gehalts der Hefe miissen 
die beiden im Vitamin B vorhandenen Faktoren getrennt  beriick- 
sichtigt werden. Der Gehalt an antineuritischem Faktor war in zwei 
zu Backereizwecken bestimmten PreBhefen geringer als in einer ver- 
gleichsweise herangezogenen Brauereihefe. Die Brauereihefe enthielt 
zwei- bis dreimal soviel wie die Bickereihefe. Beim zweiten Faktor 
des Vitamins B (Antipellagrafaktor, auch wachstumsférdernder Faktor 
genannt) ist ein Unterschied kaum vorhanden. Es besteht die Méglich- 
keit, daB der Vitamingehalt der PreBhefen je nach Herkunft schwankt, 
wie wir es bei Brauereihefen verschiedentlich fanden. 

2. Der Nachweis des antineuritischen Faktors in Hefegebicken 
ist begrenzt durch die Menge, die den Versuchstauben beigebracht 
werden kann. Die Hefemengen, die den Tauben mit den ihrem Auf- 
nahmevermégen entsprechenden Brotmengen zugefiihrt werden kénnen, 
geniigen gewichtsmaBig nicht, um ausreichenden Schutz der Tiere zu 
sichern. Erst bei Broten, die das Dreifache der biackereiiiblichen Hefe- 
menge enthalten, kann es gelingen, Tauben zu schiitzen. Ahnliche 
Verhialtnisse liegen beim Nachweis des zweiten Faktors des Vitamins B 
im Rattenversuch vor. 

3. Beim Rattenversuch kommt deutlich zum Ausdruck, da das 
mit Backpulver hergestellte Brot dem mit Hefe zubereiteten Brot 
unterlegen ist. Beim Taubenversuch konnte infolge der bei der Fiitterung 
einzuhaltenden zu geringen Nahrungsmenge eine Wirkung von Vitamin B 
nicht erzielt werden. Dies wire méglich, wenn man bei der Herstellung 
des Brotes mehr Hefe verwenden wiirde, wodurch aber wahrscheinlich 
der Grundcharakter des Brotes eine Anderung erfahren wiirde. 
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Uber die Ausscheidung von Saure im Harn bei der Arbeit. III. 
Von 
Michael 8S. Resnitschenko. 


Die Ausscheidung 
des Phosphors bei der Arbeit verschiedener Intensitit. 


Von 
Natalie P. Kosmin. 


(Aus dem Timiriaseff-Forschungsinstitut und Zentral-Psycho-Physiologischen 
Laboratorium in Moskau.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1929.) 


 # 


Der Einflu8 der Muskelarbeit auf den Phosphorstoffwechsel wird 
in den letzten Jahren! ziemlich viel untersucht, mit Riicksicht auf die 
Rolle, die man den Phosphorverbindungen bei der Muskelkontraktion 
zuschreibt. 


Die erste eingehende Untersuchung in dieser Richtung ist von Embden 
und Grafe (1) im Jahre 1921 veréffentlicht worden. Die Autoren notieren 
einen starken Anstieg der taglichen Phosphorséureausscheidung bei einer 
Versuchsperson am Tage der Arbeit und bedeutend kleinere, oft auch 
keine Steigerung bei der anderen Person. Seit Embdens Arbeit erscheinen 
Untersuchungen, welche seine Ergebnisse teils bestitigen, teils bestreiten. 
C. Hartmann (2), der Selbstversuche im Hungerzustande ausfiihrte, fand 
keine absolute Steigerung der Phosphorséureausscheidung nach dem 
angestrengten Radfahren. Es war vielmehr eine Abnahme der Ausscheidung 
zu bemerken, die aber spiter durch die Mehrausscheidung kompensiert 
wurde. WN. Kleitman (3) notierte ebenfalls eine Abnahme wahrend der 
Arbeit und eine Steigerung der Phosphorausscheidung nach der Beendigung 
derselben. R. Havard und G. Reay (4) beobachten eine Mehrausscheidung 
des Phosphors im Harn infolge einer kurzdauernden und intensiven Arbeit 
(Treppenlaufen). Ahnliches haben auch Wilson und Mitarbeiter (5) gefunden. 


Wie aus dieser Ubersicht zu entnehmen ist, gelingt es fiir die Aus- 
scheidung des Phosphors bei der Muskelarbeit nicht, eine einheitliche 


1 Beziiglich der alteren Literatur sei hier auf Embden und Grafe (1. c.) 
verwiesen. 
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GesetzmaBigkeit festzustellen. Der Verlauf der Phosphorsiureaus- 
scheidung scheint sehr von den Versuchsbedingungen, méglicherweise 
auch von der Individualitat der Versuchsperson, abhingig zu sein. 

Uns interessierte das Verhalten des Phosphors im Harn im Zu- 
sammenhang mit Untersuchungen von ©. Resnitschenko (6) tiber die 
Ausscheidung der Saure bei der Muskelarbeit. Da die Harnaziditat 
unter normalen Bedingungen in hohem Mae von den _ primaren 
Phosphaten abhangig ist, schien es uns zweckmaBig, nebst py des 
Harns auch dessen Phosphorgehalt zu bestimmen und zu verfolgen, 
inwieweit die Anderung der Harnaziditaét bei der Arbeit mit einer 
vermehrten P-Ausscheidung verbunden ist. 

Wir betrachten also den EinfluB der Muskelarbeit auf die Phosphor- 
siureausscheidung auch mit Riicksicht auf die Rolle, die die Phosphate 
bei dem Ausgleich des Saure-Basengleichgewichts des Blutes spielen. 


Il. 


Entsprechend unserer Aufgabe, bestimmten wir nicht die Tages- 
bilanz des Phosphors, sondern dessen Ausscheidung in mehreren kurzen 
nachfolgenden 30- bis 60-Minuten-Perioden. 


Die Versuchspersonen — drei junge Leute, 21 bis 22 Jahre alt — 
bekamen eine konstante, kohlehydratreiche Ration. Am Morgen des 


Versuchstages (64% Uhr) bekamen sie ein Friihstiick, bestehend aus sii8em 
Tee und 100g WeiBbrot; nach einer zwei- bis dreistiindigen Ruheperiode 
fing der Versuch an. Die Versuchspersonen machten entweder einen 5- bis 
10-km-Marsch auf der horizontalen Bahn oder einen 4-km-Marsch auf 
der um 7° erhobenen Tretbahn, oder sie liefen eine 0,7 bis 0,5 km lange 
Strecke. Es wurde nur der anorganische Phosphor mittels der Briggschen 
kolorimetrischen Methode bestimmt. 

Der Verlauf der Phosphorausscheidung in dem Ruhezustande 
wird in Tabelle I wiedergegeben. Der Phosphorgehalt des Harns bei 
ein und derselben Person an verschiedenen Tagen schwankt betrachtlich, 
doch ist eine Tendenz zur allmahlichen Verminderung der Ausscheidung 
im Laufe des Versuchs (von 9 Uhr morgens an) zu bemerken. 


Tabelle I. 


Ausscheidung des Phosphors in einstiindiger Ruheperiode. 





Phosphor im mg 











1. Std. 2.Std. | 3Std. | 4 Std. 
Versuchsperson SS... .. | 68 60 51 oe 
AP Se ae ee ee 46 50 36 — 
Versuchsperson 7. ... 42 36 40 _ 
eee 69 54 40 _ 
Versuchsperson B. a 62 56 61 — 
UD 3 6s se ed 32 35 34 34 





an 
(1. 
Kl 


Ph 
an, 
Scl 
Ph 


un 


Me: 
Die 
sau 








us- 


in. 
hu - 
die 
tat 
ren 


en, 
ner 


ate 
en. 


es- 


en 


des 
em 
»de 
bis 
auf 
ge 
1en 


ide 
bei 
ch, 
ing 





Ausscheidung des Phosphors bei der Arbeit. 89 


Hartmann fand, daB die Phosphorausscheidung sich von 7 Uhr morgens 
an bis zum Mittag standig vermindert, am Nachmittag aber wieder ansteigt 
(l.¢.). Da®B die P-Ausscheidung am Mittag die geringste ist, notierte auch 
Kleitman (1. ¢.). 

Es ist ohne weiteres verstindlich, daB bei einer intensiven Arbeit 
alle jeweiligen Anderungen des Blut- und Harnchemismus deutlicher 
ausgepragt sein kénnen, als bei einer langdauernden und weniger an- 
gestrengten. Ein Beispiel dazu bietet die Verschiebung der aktuellen 
Harnaziditat infolge der verschieden intensiven Arbeit (Resnitschenko, 
l.c.). Die H-lonenkonzentration des Harns steigt bedeutend stirker 
an bei dem sehr miihsamen Kriechen auf der Erde, als bei dem langen, 
aber nicht so schwierigen Marsche. 

Deshalb beschreiben wir zunichst die Versuche mit dem 0,5- bis 
0,7-km-Laufen (auf horizontaler Bahn). Die betreffenden Zahlen sind 
in der Tabelle II wiedergegeben. 


Tabelle II. 


Ausscheidung des Phosphors in 30-Minuten-Perioden bei Versuchsperson S, 








|| 30.Min.s P | Harnvol :P 
Arbeit Periods ee ee og } 168 ccm Pu Anmerkung 
1. 45,3 1038 44 5,56 || Ruhe 
Versuch 1 2. 62.5 137 45 5,26 || Laufen 
0,5km Laufen 3. 35,0 100 35 5,28 Ruhe 
in 3 Min. 4. 32,0 75 42 — 7 
5. 34,2 56 62 5,39 ; 
9 6] ¢ oan 
Vermoh 2 {| 3 | seo | is? | 41 | — | tote 
0,7 - Min. | 3. 32.0 80 40 bi Ruhe 
vs Hy hepa 4. 17,0 73 23 _ ; 
% 48,6 157 31 7,23 Ruhe | 
Versuch 3 2. 68.0 145 47 6,81 Laufen 
0,7 km Laufen 3. 30,5 47 65 5,52 || Ruhe 
in 5 Min. 4. 18,2 50 36 6,93 - ‘ 
5. 17,6 75 47 6,90 : 





Wie aus derselben ersichtlich ist, steigt die Ausscheidung des 
Phosphors (pro 30 Minuten) nach dem 3- bis 5-Minuten-Laufen stark 
an, um in der nachsten 30-Minuten-Periode wieder zu sinken. Dab die 
Schwankungen des Harnvolumens fiir die vermehrte Ausscheidung des 
Phosphors nicht verantwortlich sind, beweisen die Zahlen der Versuche 2 
und 3; in einem Falle ist das Harnvolumen der Arbeitsperiode dem der 
Ruheperiode gleich, im anderen sogar kleiner. Trotzdem ist die absolute 
Menge des in der Arbeitsperiode ausgeschiedenen Phosphors gréBer. 
Die aktuelle Reaktion des Harns verschiebt sich gleichzeitig nach der 
sauren Seite. 
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In den Tabellen IIT und IV sind die Zahlen der P-Ausscheidung 
zweier Versuchspersonen beim Gehen auf der Tretbahn mit und ohne 
Belastung zusammengestellt. Die Tretbahn fordert iiberhaupt eine 
gréBere Anstrengung beim Gehen auf derselben, im Vergleich zum festen 
Boden, was durch direkte Bestimmungen des Energieverbrauchs 
bestatigt wird. 

Der Tretbahnmarsch ohne Belastung bewirkt bei der Person 7. 
keine Steigerung der Phosphorausscheidung, vielmehr eine Abnahme 
derselben. 

Dagegen steigert derselbe Marsch mit 21 kg Belastung die P-Aus- 
scheidung und mit 28kg Belastung vermindert sie sich betrachtlich. 
Die Harnaziditat steigt in allen Fallen an. 

Um diese Versuche besser zu verstehen, mu8 man auch das Verhalten 
des Harnvolumens bei der Arbeit in Betracht ziehen. Es sei hier bemerkt, 
da8B die Tretbahn sich in einem Zimmer mit 17° befand und wahrend 
des Marsches die Versuchspersonen stark schwitzten. 

Nach einem Tretbahnmarsche mit 28kg Belastung sinkt das 
Harnvolumen bei der Versuchsperson 7’. mehr als um das Doppelte, 
und dementsprechend steigt die Phosphorkonzentration. In der nachsten 
Stunde aber, obwohl das Volumen fast das gleiche bleibt, sinkt die 


Tabelle III. 
Ausscheidung des Phosphors in 1-Stunden-Perioden bei bic astnis naene 7. 




















é Std. | P | Harnvolumen mg P 
RG set | ee | een 
4-km-Marsch (1Std.) ¢|| :. | 47,1 100 47 Ruhe 
auf der Tretbahn 2. | 45.0 90 50 F 
ohne Belastung } 3. | 69,0 107 56 “ 
1. XII. 28 i 4. 45,2 68 66 Marsch 
i | 
4-km-Marsch ] 1. =| 6899 | 95 42 Rube 
auf der Tretbahn } | :. | 400 50 80 Marsch 
ohne Belastung | 8. 43,2 46 94 Ruhe 
4. XII. 28 l 4. 37,6 40 94 ‘ 
1. | 68,0 145 47 Ruhe 
Dasselbe 2. 53,2 71 an earn 
15. XII. 28 8. | 47.0 50 95 Marsch 
i 4. 38,0 38 100 Ruhe 
4-km-Marsch 1. | 86,0 100 36 Ruhe 
auf der Tretbahn { 2. | 9760 86 87 Marsch 
mit 21 kg Belastung | 8. 72.0 48 150 Ruhe 
18. XII. 28 4. | 68,0 42 | ss aa 
4-km-Marsch 1, | 580 145 40 | Rube 
auf der Tretbahn 2. | 620 80 65 > 
mit 28kg Belastung | 3. | 89,0 30 | 122 Marsch 
20. XII. 28 4. 33,6 32 | 105 Ruhe 
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Tabelle IV. 


Ausscheidung des Phosphors in 1-Stunden-Perioden bei Versuchsperson B. 





1*Std.- P Harnvolumen mg P 


Arbeit Periode ae ions 100 ccm Pu || Anmerkung 
4-km-Marsch 1 22.4 40 45 — Ruhe 
auf der Tretbahn { 2 33,0 100 33 -- = 
ohne Belastung | 3 26.0 28 94 — Marsch 
4. XII. 28 4 22.8 24 94 _ Ruhe 
1. 43,3 81 51 4,90 | Ruhe 
D It 2. 39,2 158 25 4,96 é 
1 5 XII "98 3. 56.0 45 125 | 512 |) Marsch 
ay | 4. 54,0 43 125 | 5,00 | Rube 
5. 46,0 40 115 4.88 . 
1. 44,2 115 38 Rub 
4-km-Marech 2. 34.2 60 57 | 5iz| 
auf der Tretbahn 3 53.0 57 9) 514 . 
mit 21 kg Belastung 4 424 98 154 5 35 Pen 
18. XH. 28 5. 41.0 29 187 5.29 | Ruhe 
‘ 1. 73.5 175 42 5,18 Rube 
_4km-Marsch =f)’ 410 34 120 | 524 Marsch 
mit 28 kg Belastung 3 59.8 45 188 | 5,05 | Rube 
auf der Tretbahn | 4. 38 4 48 80 4°92 


Konzentration und damit auch die gesamte Quantitit des Phosphors 
im Harn. 

Beim Marsch mit 21 kg Belastung dagegen verminderte sich das 
Harnvolumen nur wenig, die Konzentration aber stieg sehr hoch an 
und die Gesamtmenge des ausgeschiedenen Phosphors vergréBerte sich 
betrachtlich. Wir kénnen vermuten, daB auch im ersten Falle die 
Phosphorausscheidung nach der Arbeit ebenso steigen kénnte, wenn 
sich das Harnvolumen nicht so stark verminderte. 

Ahnliches sehen wir auch bei der Person B. (Tabelle IV). Infolge 
der Arbeit (Tretbahnmarsch mit 21 und 28kg Belastung) sinkt das 
Harnvolumen und die Phosphorausscheidung. 


Im Gegensatz zum 7’. steigt die Harnaziditaét bei B. unmittelbar 
nach dem Marsch nicht. Der Tretbahnmarsch ohne Belastung be- 
wirkt bei der Versuchsperson 7’. keinen so starken Abfall des Harn- 
volumens, wie der Marsch mit einer schweren Belastung, die Phosphor- 
konzentration steigt weniger an und die Ausscheidung des Phosphors 
schwankt in nicht so weiten Grenzen. Es ist auch keine Tendenz zur 
Steigerung der Ausscheidung zu bemerken (Tabelle III). 


Die Versuchsperson B. reagiert auf demselben Marsch einmal mit 
einer Steigerung, ein andermal aber mit einem Sinken der Phosphor- 
ausscheidung. Im letzten Falle notieren wir eine sehr starke Abnahme 
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des Harnvolumens; trotzdem steigt die P-Konzentration im Harn 
absolut nicht so hoch, wie im ersteren Falle, als die Steigerung der 
Konzentration die Abnahme des Volumens iiberwiegt und eine Mehr- 
ausscheidung des Phosphors verursacht (vgl. Tabelle IV). 

Was die Harnaziditat betrifft, so ist bei 7’. eine geringe Steigerung. 
bei B. dagegen eine Abnahme derselben nach dem Marsch zu bemerken. 

In den niachsten 2 Stunden nach Beendigung des Tretbahn- 
marsches mit und ohne Belastung sinkt die Phosphorausscheidung ab. 
ausgenommen in dem Falle bei der Person B., wo nach einer starken 
Abnahme der Ausscheidung eine Zunahme derselben erfolgte (20. De- 
zember 1928, Tabelle IV). Es sollen aber die Fille unterschieden 
werden, wo in der Erholungsperiode die Phosphorkonzentration sinkt 
und das Harnvolumen entweder dasselbe bleibt oder sich vermindert 
(Tabellen III und IV, 20. Dezember, und Tabelle III, 15. Dezember), 
und solche, wo die Phosphorkonzentration sehr hoch bleibt, das Volumen 
aber immerfort sinkt (Tabellen HI und IV, 18. Dezember 1928). Im 
letzten Falle kann man vermuten, daB die geringe Fliissigkeitsmenge 
eine Mehrausscheidung des Phosphors nach der Arbeit verhinderte. 

Der Marsch auf horizontaler Bahn im Freien iibt auf die P-Aus- 
scheidung ebenfalls keine gesetzmaBige Wirkung aus. 

Bei der Versuchsperson 7’. (Tabelle V) steigert der 5-km-Marsch 
dig, P-Ausscheidung; ein zweistiindiger 10-km-Marsch hat einmal gar 
keinen Einflu8, ein andermal steigert er dieselbe. Es mufi aber bemerkt 
werden, daB die Atmosphirebedingungen bei diesen Versuchen ungleich 
waren; am 27. November und 13. Dezember (als die P-Ausscheidung 
durch die Arbeit gesteigert wurde) trat Tauwetter ein, der Weg war 
schmutzig und der Marsch infolgedessen schwierig. An allen anderen 
Versuchstagen machte der leichte Frost den Weg besser. Derselbe 
Marsch mit 14kg Belastung bewirkte keine Steigerung der P-Aus- 
scheidung und der mit 21 kg Belastung — einmal — hatte ebensowenig 
einen EinfluB, wahrend ein andermal nur eine unwesentliche Steigerung 
erfolgte. 

Beziiglich des Verhaltens der Versuchspersonen B. und S. verweisen 
wir ohne weitere Erlauterungen auf die Tabelle VI. Es sei nur bemerkt. 
daB die individuellen Schwankungen sehr stark ausgepragt sind. An 
demselben Tage und unter denselben Bedingungen sinkt die P-Aus- 
scheidung bei S. infolge der Arbeit, wahrend sie bei 7’. dagegen steigt 
(vgl. 27. November, Tabellen V und VI). 


Die Bestimmung der totalen Phosphorausscheidung schafft uns 
also kein endgiiltiges Material iiber das Verhalten des Harnphosphors 
bei der Arbeit. Aber es darf nicht vergessen werden, daB nicht nur die 
Gesamtmenge des Phosphors, sondern auch die Form desselben von 
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Ausscheidung des Phosphors in 1-Stunden-Perioden bei Versuchsperson 7’. 





Arbeit 


5-km-Marsch 
ohne Belastung 
27. XI. 28 


10-km-Marsch 
ohne Belastung 
24. XI. 28 


Dasselbe 


13. XII. 28 


10-km-Marsch 


mit 14kg Belastung 


8. XII. 28 


10-km-Marsch 


mit 21 kg Belastung 


6. XII. 28 


10-km-Marsch 


mit 21 kg Belastung 


11. XII. 28 


: 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


| 





1+Std.s P 
Periode mg 
a. 43,6 
2. 52.6 
3. 45,0 
4. 37,0 
5. 33,0 
a 40,8 
2. 46,0 
3. 43.5 
4. 40.8 
5. 42.0 
a 51,4 
2. 64,0 
8. 74,5 
4. 62,7 
5. 44.0 
1. 56,4 
2. 65.6 
S. 48.0 
4. 39,5 
5. 39.6 
& 41,4 
2. 42.0 
3. 444 
4. 22.6 
1. 60,0 
2. 70,0 
8. 61,0 
4. 58,5 
5. 53,0 


Tabelle VI. 


Harnvolumen 


ccm 
190 
112 
104 
80 
66 
132 
190 
145 
96 
100 
85 
90 
73 


60 


mg P 
100 com 


23 
47 
44 
47 
50 
31 
24 
30 
43 
42 
60 


i 


102 
114 
105 
73 
73 
73 
60 
72 
30 
52 
69 
50 
100 
133 
111 
111 
121 


Anmerkung 


Ruhe 
Marsch 
Ruhe 


Ruhe 


Marsch 


Ruhe 
Ruhe 


Marsch 
Ruhe 
Rube 
Marsch 
Ruhe 
Ruhe 
Marsch 
Ruhe 
Ruhe 
Marsch 
Ruhe 


Ausscheidung des Phosphors in 1-Stunden-Perioden bei Versuchspersonen 


S. und B, 





Versuchs- 

(s und B.) wie 
S. 5-km-Marsch ohne Belastung 
S. 10- , ‘a ‘ ‘ : 
S. 10- , - mit 21 kg Belast. 
B. 10- , - ohne Belastung . 
B. 10- ,, < mit 14 kg Belast. 
B, 10- , i. oe ig n 


* Fett gedruckt Arbeitsperioden. 


1 Std 


77.5 
35,0 
49.0 
39,5 
41,1 
39.6 


Phosphor in mg 


97,0 
61,7 
68,0 
46.6 
26.0 


53,5 


2. Std. 


3. Std 


53,0" 
52.7 
87,0 
53.6 
48.0 
50.0 


4. Std. 5. Std. 
39,0 | 41,6 
40.8 46.0 
404 41,0 
52.8 | 46,6 
56.0 | 49.0 
53,0 
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Bedeutung ist. Wenn die absolute Quantitaét des ausgeschiedenen 
Phosphors nach der Arbeit dieselbe bleibt, aber die alkalischen Phosphate 
durch die sauren Monophosphate ganz verdrangt worden sind, so hat 
das einen ganz anderen physiologischen Effekt. 


Die aktuelle Reaktion des Harns verschiebt sich in fast allen be- 
schriebenen Versuchen bei 7’. und S. nach der sauren Seite. Schon 
diese Erscheinung 148t vermuten, da in der Zusammensetzung des 
Harns irgendwelche Anderungen vorgegangen sind. Die ersten Vor- 
versuche, die wir ausfiihrten, zeigten, daB durch die Arbeit das Ver- 
halten der Mono- zu Diphosphaten im Harn dieser Personen stark ver- 
schoben wird. Natiirlich miissen diese Versuche weiter ausgebaut 
werden. 


Wie bei der Versuchsperson B., bei der staéndig eine Abnahme der 
Harnaziditat nach der Arbeit eintrat, die Sache liegt, bleibt vorlaufig 
unentschieden. 


Ill. 


Eine unzweifelhafte Mehrausscheidung des Phosphors notieren 
wir also nur in Versuchen mit einer kurzen, angestrengten Arbeit — 
0,5- und 0,7-km-Laufen. In dieser Beziehung stimmen unsere Ergebnisse 
mit denen von Wilson und Mitarbeitern und Havard und Reay iiberein. 
Bei der weniger intensiven, aber langdauernden Arbeit — dem Marsch 
auf der horizontalen und geneigten Bahn — gelingt es kaum, einen 
gesetzmaBigen EinfluB auf die gesamte Phosphorausscheidung fest- 
zustellen. Offenbar spielt auch hier das Harnvolumen eine gewisse Rolle. 
sobald sich die Fliissigkeitsmenge manchmal sehr stark vermindert und 
die P-Konzentration enorm steigt. Bei dem Vergleich unserer Versuchs- 
ergebnisse mit denen Hmbdens und anderer Autoren mu8 man die 
Unterschiede in der Versuchsmethodik im Auge behalten. Von be- 
sonderer Wichtigkeit ist, unserer Ansicht nach, die Intensitaét der 
geleisteten Arbeit. Die Versuche der amerikanischen und englischen 
Autoren iiber das Treppenlaufen iiben eine quantitativ ganz andere 
Wirkung aus als ein Marsch oder das Ergostatendrehen. 


Ein gutes Beispiel dazu bietet das Verhalten der Milchsaéure. Infolge 
des kurzdauernden Laufens steigt die Ausscheidung derselben im Harn 
sehr hoch an, der Marsch dagegen beeinfluBt sie nur ganz unwesentlich. 


Aber die Bestimmung der Gesamtmenge des Phosphors im Harn 
allein schafft noch kein wahres Bild der Stoffwechselanderung wahrend 
der Muskelarbeit. Die Form der Phosphate ist wahrscheinlich fiir das 
Verstaindnis der Vorgiinge ebenso wichtig, wie die Menge derselben. 


Weitere Untersuchungen in dieser Richtung lésen vielleicht die 
jetzt vorhandenen Widerspriiche in der Frage tiber den EinfluB der 
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Muskelarbeit auf die Phosphorsaéureausscheidung. Um den Anteil der 
Phosphorséure in der Beeinflussung der Harnaziditaét bei der Arbeit 
zu bestimmen, ist auch das Verhalten der anderen sauren Bestandteile 
zu untersuchen. In erster Linie kommt hier die Milchsiure in Betracht. 
Diese Frage muB aber besonders besprochen werden. 
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Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


XXI. Mitteilung: 
Blutgerinnung und Fluorgehalt des Blutes. 


Von 


Bernhard Stuber und Konrad Lang. 
(Aus der stidtischen Krankenanstalt Kiel.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1929.) 


In Fortsetzung unserer in Freiburg im Breisgau begonnenen 
Untersuchungen iiber die Blutgerinnung fiel uns auf, daB in Kiel die 
Gerinnungszeiten gegentiber Freiburg wesentlich verldangert sind. Wahrend 
wir in Freiburg bei gesunden Personen eine Gerinnungszeit von 6 bis 
9 Minuten fanden, betrug dieselbe in Kiel zwischen 10 und 17 Minuten. 
Besonders auffallig war dieser Befund bei einem Falle (Tabelle I, Nr. 3), 
dessen Blutgerinnungszeit in Freiburg é6fters bestimmt und dort bei 
6 Minuten 25 Sekunden gefunden worden war. Nach dreimonatigem 
Aufenthalt in Kiel betrug die Gerinnungszeit 12 Minuten 45 Sekunden, 
nach sechsmonatigem Aufenthalt 16 Minuten 40 Sekunden. 

Die Ursache dieser verlangerten Gerinnungszeit konnte durch eine 
Anderung des physikalisch-chemischen Zustandes des Blutes bedingt 
sein, oder aber durch einen veranderten Blutchemismus. Die erste 
Méglichkeit war auszuschlieBen, da in Kiel alle Untersuchungen die 
gleichen Daten ergeben, wie an anderen Orten. Also muBte die Ursache 
in einer Anderung des Blutchemismus liegen. DaB der Kalkgehalt des 
Blutes ohne Einflu8 auf die Gerinnungszeit ist, war uns schon aus 
friiheren Untersuchungen bekannt. Auch in TabelleI, in der dic 
Gerinnungszeiten von Gesunden und Patienten in Kiel dem Kalkgehalt 
gegeniibergestellt sind, besteht keinerlei Proportionalitat zwischen beiden 
w6Ben. Es finden sich lange Gerinnnungszeiten oder beschleunigte 
bei hohen und niederen Kalkwerten. Die Gerinnungszeit bestimmten 
wir, wie in allen unseren friiheren Untersuchungen, mit dem Heubner 
Ronaschen Apparat. Ca wurde nach Clark ermittelt. 
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Tabelle I 


Gerinnungszeiten in Kiel. 





Nr. Name und Diagnose Gerinnungszeit | Ca in mg-/o 
1 Dr. D., gesund . . Pb eg Be ee 15’ 30” -~ 
2 ane Nes cag aa ae ke aa 12 15 12,4 
8 oe Beets ale Bee 12 45* 10,7 
4 — = iit tig ig atta ee NE eG 15 00 11,0 
5 Rt aie gil Eee pS hig ee 12 20 - 
6 Il, Hypertonie . . . ee me 9 30 12,4 
7 B., chronische Nephritis . cave bake 10 00 10,2 
8 M., wu - A Sake mE 5 45 9,8 
9 S., Coecumearcinom. . . . ya ie 9 00 11,1 
10 D., lymphatische Leukimie .... . 13 40 9,5 
11 H., Myeloische Leukamie ...... 9 45 13,2 
12 A., Rekurr. Mitralendocarditis . . . . | 7 05 10,7 
13 M., chronischer Ikterus ....... 12 10 10,5 
14 SS a a ee 7 10 Pa 
15 St., Gallengangearcinom ....... 15 30 10,3 
16 S., chronischer Ikterus ....... 14 30 9,7 
17 Sch., Ikterus simplex ........ 13 09 11,2 
18 Oe eee ae ee 11 00 9,9 
19 eee ae , 9 30 12,8 
20 iy PE Ss ge te ee | 8 40 10,8 


* 12'45” nach dreimonatigem Aufenthalt in Kiel; 16’40’' nach sechsmonatigem Aufenthalt. 


Wir hatten friiher' bei Hdmophilen erhebliche Mengen Fluor im 
Blute nachweiszen kénnen, und zwar Mengen, die ausreichend sind, 
um Ursache der verzégertén Blutgerinnung zu sein. Wir fanden bei 
zwei Hamophilen 2,9 mg-°%, bzw. 3,9 mg-°,, Fluor im Blute bei einer 
Gerinnungszeit von 180 bzw. 150 Minuten. Inzwischen hatten wir 
Gelegenheit, einen weiteren Fall von echter Hamophilie — allerdings 
mit nicht so starker Verzégerung der Gerinnung, die Gerinnungszeit 
betrug 48 Minuten — zu studieren. Auch bei diesem Falle fanden wir 
erhebliche Mengen Fluor im Blute, nimlich 0,94 mg-%,*. Wie zu 
erwarten war, war die Blutglykolyse stark gehemmt. Die Befunde sind 
in Tabelle II zusammengestellt. Hinsichtlich der Untersuchungstechnik 
verweisen wir auf die oben zitierte Arbeit. 


Ganseblut gerinnt sehr langsam, die Gerinnungszeit betragt mehrere 
Stunden. Daher hatten wir auch im Ganseblut eat an durch- 
ssasmialtal Der Fluorgehalt betrigt 1 bis 1.5 mg-°,,. Taege®, der unsere 


1 Zeitschr. f. klin. Med. 108, 423 bis 444, 1928. 

* Der Patient nahm seit Monaten regelmaBig Nateinatabletten, denen 
bekanntlich Calctumphosphat beigemischt ist. Bei der groBen Zahl von 
Tabletten, die vorschriftsgema8 zu nehmen sind, gelangen recht betricht- 
liche Mengen Calcium bei chronischer Medikation in den Organismus. Es 
ist méglich, da8 dadurch die Fluorwerte im Blute beeinfluBt werden. 

2 Miinch. med. Wochenschr. 1929, Nr. 17, 8. 714. 
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Tabelle II. 
Glykolyse und Blutbefunde bei einem Fall von Hamophilie. 
Blutgerinnungszeit = 48 Minuten. 





Sieitas Milchsaure Zucker- Milchsaures 


schwund zunahine 
Say sat ees 147 22,9 — — 
Oe sc se 148 22,9 — — 
a Sra ae ae 144 23,1 3 0,2 
7 er a ae 144 23,1 3 0,2 
Arg 146 23,5 1 0,6 
sa aM igi Weak Hey i 143 23,9 4 1,0 


Samtliche Werte in Milligrammprozenten. 


Weitere Blutbefunde: 
Blutungszeit = 2’ 15” 
Erythrocyten = 5100000 
Thrombocyten = 320000 
Ca = 10,7 mg-% 
F 0,94 mg-% 


| 


I 


Befunde nachpriifte und erweiterte, konnte unsere Angaben iiber den 
hohen Fluorgehalt des Ganseblutes bestdtigen. Auch im Kaninchenblute, 
das relativ langsam gerinnt, konnten wir Fluor nachweisen in einer 
Menge von 0,75 mg-°,,. Dagegen fanden wir in Freiburg niemals, auBer 
bei den, beiden Hamuphilen, im Menschenblute Fluor. Katzen- und 
Hundeblut, die beide‘rasch gerinnen, erwiesen sich gleichfalls als frei 
von Fluor. Aus diesen Griinden lag es nahe, bei der verlangerten Ge- 
rinnungszeit in Kiel auf Fluor im Blute zu fahnden. Das Ergebnis 
unserer Untersuchungen entsprach unseren Erwartungen: in sdmtlichen 
untersuchten Fallen, mit einer einzigen Ausnahme, konnten wir im Blute 
Fluor nachweisen, zum Teil in recht betrdchtlichen Mengen. 


Zur Bestimmung des Fluorgehalts bedienten wir uns wie friiher der 
Steigerschen! Methode, deren Brauchbarkeit auch fiir so kleine Mengen 
Fluor wir durch Zusatzversuche mit bekannten Fluormengen mit gutem 
Erfolge priiften. Die Methode beruht auf der kolorimetrischen Messung 
der Entfairbung von Titanperoxyd durch Fluorwasserstoff. Am _ besten 
bewahrte sich uns folgendes Arbeitsverfahren: 20 ccm Blut werden in einer 
Porzellanschale mit etwa 50ccm Alkohol versetzt, auf dem Wasserbad 
eingedampft und zuletzt bei 110° getrocknet. Die so erhaltene leicht 
pulverisierbare Masse wird iiber Nacht im Soxhletapparat mit Ather 
extrahiert. Der Riickstand wird gut mit SiO,, Soda und Pottasche verrieben 
und im Platintiegel verascht, der Tiegelinhalt in viel kochendem Wasser 
gelést und die Kieselsiure durch Ammoncarbonat ausgefallt. Nach Filtration 
wird eingeengt, mit Magnesiamischung versetzt, bis auf weiteren Zusatz 
kein Niederschlag mehr entsteht, filtriert und weiter eingeengt. Die Fliissig- 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 30, 219, 1908. 
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keit ist meist durch geringe Spuren kolloidalen Platins, von der Veraschung 
herriihrend, gefarbt. Diese Farbung beseitigt man am besten durch vdélliges 
Eindampfen und Trocknen des Riickstandes bei 110 bis 120°. Nimmt man 
jetzt in wenig Wasser auf und filtriert, so erhalt man eine absolut farblose 
Fliissigkeit, die man in ein paraffiniertes Glas iiberfiihrt und mit H,SO, 
anséuert. Ein aliquoter Teil wird mit einer Pertitanlésung versetzt und im 
Autenriethkolorimeter gegen einen Titankeil verglichen, den man sich mit 
bekannten Fluormengen geeicht hat. Es ist absolut erforderlich, daB die 
zu untersuchende Fliissigkeit véllig farblos ist. Bei den immerhin kleinen 
Fluormengen, um die es sich handelt, bewirkt schon eine geringe Eigenfarbe 
der Lésung viel zu kleine Fluorwerte, ja es kann sogar ein geringer Fluor- 
gehalt vdéllig iibersehen werden. Die Atherextraktion ist nicht absolut 


. 


notwendig, doch ist das Blut nach Entfernung der Lipoide leichter zu 
veraschen. 

Das Ergebnis unserer Fluoranalysen ist aus Tabelle [II zu ersehen. 
Da wir bei zwei Fallen von Hypertonie einen iiber den Durchschnitt 
reichenden Fluorgehalt fanden, untersuchten wir mehrere Fille von 
Hypertonie in dieser Hinsicht, ohne indessen irgendwelche Gesetz- 
maBigkeit zu finden. Fall 3 mit einem Fluorgehalt von 0,85 mg-%, 
zeigte eine Blutgerinnungszeit von 38 Minuten! Nr. 20 betrifft einen 
Fall aus der Heidelberger Universititshautklinik, von dem uns Prof. 
Gans Blut zu einer Flucranalyse geschickt hatte. In welcher Form sich 
das Fluor im Blute befindet, ob als Fluorion oder in komplexer Bindung, 
laBt sich nicht entscheiden, da zurzeit noch keine Méglichkeit besteht, 
diese Frage experimentell zu lésen} Wir glauben, daB theoretisch die 
Méglichkeit gegeben ist, daB sich Fluorionen im Blute befinden. Bei 
der gleichzeitigen Anwesenheit von Ca wiirde sich CaF, bilden, dessen 
Léslichkeit mit 1: 60000 angegeben wird, entsprechend 1,7 mg-%, 
geléstem CaF, und auf F berechnet etwa 0,8 mg-°,. Diese Zahlen 
gelten fiir reines Wasser. Im Blut ist die Léslichkeit des CaF, gréBer 
wegen der gleichzeitigen Anwesenheit von CO,. Wir verweisen in diesem 


Tabelle III. 


Fluoranalysen im Blute Kieler Patienten. 





z | 





Diagnose F in mg°'o | Nr Diagnose F in mg+°/, 
1|| Hamophilie ..... 0,94 11 Uramie gee are ah ae 0,41 
2\|| Hypertonie ..... 0,70 12 » Hes Use ae 
3 ‘ a 0,85 13 m Pe oad Si ot 0,28 
4 ff ge gh eke 0,16 14. K., Se 0,28* 
5 S bee Bre 0,19 9 ar eee ae 0,19 
6 . rane ; 0,20 16 ee ae 0,18 
7 * Sad ag 0,12 17 SE eee eee 0,11 
8 e te ie AP 0,63 18 SEE aa eet Se 
Sree ne eae 0,29 19 Polycythimie ....| 0,00 
Sr IE gig ee 0,63 20. Thrombopen. Purpura 0,00 ** 


* Lo Plasma bestimmt. 
** Patient aus der Heidelberger Universitats-Hautklinik. 
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Punkte auf unsere schon zitierte Arbeit iiber das Wesen der Himophilie 
Bei den hoben Fluorwerten der Hamophilen und im Ganseblut wird 
neben dem ionisierten Fluor noch Fluor in anderer Weise vorhanden sein 

Uber die Rolle des Fluors im tierischen Stoffwechsel ist fast gai 
nichts bekannt. Auf die Tatsache, daB fluorhaltige Mineralien seh: 
weit in der Natur verbreitet sind, haben wir schon friiher hingewiesen 
Fast alle Pflanzen enthalten Fluor, besonders Griser und Getreidearten 
So ist die Méglichkeit immer gegeben, Fluorverbindungen mit der 
Nahrung aufzunehmen. Doch trifft diese Méglichkeit nicht nur fiir 
Kiel zu. Bei dem regelmaBigen Befunde von Fluor in Kiel, wahrend wir 
in Freiburg niemals welches fanden, muBten noch andere Quellen fiir 
Fluorverbindungen in Betracht kommen. Deshalb untersuchten wir 
das Kieler Leitungswasser auf seinen Fluorgehalt und fanden 1,65 mg 
Fluor auf 10 Liter Wasser iibereinstimmend in mehreren Analysen 
Dieses Fluor ist im Wasser sicher nicht als Fluorid enthalten, denn bei 
direkter Anstellung der Steigerschen Reaktion ist kein Fluor nachweis- 
bar, selbst bei Riickstaénden groBer, eingedampfter Wasserquanten. 
Macht man aber mit dem Riickstand einen AufschluB mit Soda und 
Pottasche, findet man Fluor in der angegebenen Konzentration. Unsere 
Untersuchungen betrafen weiterhin Milch. An verschiedenen Tagen bei 
Milch verschiedener Provenienz fanden wir Fluormengen von 0,11 mg-°,, 
0,16 mg-%, 0,20 mg-°,. Einige Milchproben erwiesen sich auch als 
fluorfrei. Zur Analyse verwendeten wir allerdings jeweils nur 20 cem 
Milch bei véllig den Blutanalysen entsprechender Methodik. Auf Grund 
dieser Befunde glauben wir, den Fluorgehalt des Blutes in Kiel erklaren 
zu kénnen. 

Uberblickt man unsere Versuchsresultate, den hohen Fluorgehalt 
des Héamophilen- und Gdnseblutes bei enorm verzigerter Gerinnung, den 
immerhin betrdchtlichen Fluorgehalt des Kaninchenblutes bei relativ 
langer Gerinnungszeit, die verlingerte Blutgerinnungszeit in Kiel bei einem 
regelmapigen Fluorgehalt des Blutes gegeniiber der kurzen Gerinnungszeit 
in Freiburg bei vélligem Fehlen von Fluor, so ist es naheliegend, diese 
Tatsachen in ursachlichen Zusammenhang zu bringen. Eine direkte 
Proportionalitat zwischen Fluorgehalt und Gerinnungszeit etwa in dem 
Sinne, daB ein bestimmter Fluorgehalt einer bestimmten Verzégerung 
der Gerinnung entspricht, besteht nicht. Aber im groBen und ganzen 
k6énnen wir sagen, daB ein hoher Fluorgehalt sich immer bei stark ver- 
zogerter Gerinnung findet und unserer Meinung nach dieselbe auch 
bedingt. 


Bekanntlich hemmen Fluoride die Glykolyse. DaB dies auch fiir 


die Blutglykolyse zutrifft, konnten wir friiher beweisen?. Auf die funda- 


1 Diese Zeitschr. 179, 72, 1926. 
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mentale Bedeutung der Blutglykolyse fiir den Gerinnungsablauf haben 
wir schon 6fters hingewiesen. Somit finden wir fiir die in Kiel 
beobachtete verlangerte Gerinnungszeit folgende zwanglose Erklarung: 
der Fluorgehalt des Blutes bewirkt eine Hemmung der Glykolyse, die 
ihrerseits wieder eine Verldngerung der Gerinnungszeit zur Folge hat!. 


Zusammenfassung. 


1. Die Blutgerinnungszeit gemessen mit dem Heubner-Ronaschen 
Apparat ist in Kiel gegeniiber Freiburg im Breisgau wesentlich ver- 
ldngert. 

2. In Kiel ist Vorhandensein von Fluor im Blut ein regelmdPiger 
Untersuchungsbefund. Wir schreiben ihm ursdchliche Bedeutung fiir 
die Verldngerung der Blutgerinnungszeit zu. 

3. An einem weiteren Falle von Haémophilie konnte ein hoher Fluor- 
gehalt des Blutes erwiesen werden. 

4. Im Kieler Leitungswasser finden wir einen Fluorgehalt von 
1,65 mg auf 10 Liter Wasser. 


Nachtrag zur Korrektur. Soeben abgeschlossene Analysen von Frei- 
burger Milch und Leitungswasser, fiir deren Zusendung wir Herrn Hofrat 
Dr. Taege zu besonderem Dank verpflichtet sind, ergaben in der Milch 
ein Fehlen von Fluor, ebenso in dem nicht aufgeschlossenen Wasser, waihrend 
das Wasser nach Aufschlu8 in 10 Liter 0,28 mg Fluo. enthielt, also nur 
etwa ein Sechstel von dem im Kieler Wasser gefundenen Wert. 

’ 


1 Von einer ausfiihrlichen Gegeniiberstellung der Glykolyse im Blute 
bei Kieler und Freiburger Patienten miissen wir leider wegen Verlustes 
unserer diesbeziiglichen Freiburger Versuchsprotokolle absehen. 





Uber den Schwefelgehalt verschiedener Serumglobuline. 


Von 
Zoltan Aszédi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]l. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1929.) 


Die vereinzelten Befunde iiber artspezifische Eigenschaften des 
bis dahin als einheitlich angesehenen Warmbliiterhimoglobins gaben 
Veranlassung zu den in diesem Institut ausgefiihrten Untersuchungen 
von Valer!, Kaiser? und Timdér®, aus denen hervorging, da in dem durch 
wiederholte Umkristallisation hinlanglich rein dargestellten Hiamo- 
globin verschiedener Saugetiere der Eisengehalt zwar, konform der 
bisherigen Annahnje, ein konstanter, der Schwefelgehalt hingegen ein 
teilweise recht. verschiedener ist; in dem z. B. nach den von Kaiser 
und von Timdr bestitigten Befunden von Valer im Katzenbluthimo- 
globin 0,97, im Rinderbluthimoglobin aber 0,57 °,, Schwefel enthalten 
sind, woraus sich das Verhaltnis Fe: 8; bzw. Fe: 8, berechnen lief. 
Die Kaiserschen Bestimmungen wurden an der Globinkomponente des 
Hamcglobins ausgefiihrt. 

Da8B auch Verschiedenheiten in den PlasmaeiweiBkérpern ver- 
schiedener Warmbliiter bestehen miissen, ging bereits aus der alt- 
bekannten Wirkung parenteral eingefiihrten artfremden Serums hervor ; 
daB es aber auch Unterschiede zwischen den arteigenen Bluteiweil- 
kérpern geben muB, zeigen die iiberraschenden Ergebnisse der Blut- 
gruppenforschung am Menschen. Nun war es auf Grund der oben 
erérterten Befunde denkbar, da8 zwischen den PlasmaeiweiSkérpern 
bestehende Unterschiede, die chemisch sonst kaum faBbar sind, auf 
Grund eines eventuell verschiedenem Schwefelgehaltes faBbar sein 
werden. In diesem Sinne habe ich Untersuchungen am Blute ver- 


1 J. Valer, diese Zeitschr. 190, 444, 1927. 
2 EF. Kaiser, ebendaselbst 192, 58, 1928. 
3 E. Timar, ebendaselbst 202, 365, 1928. 
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schiedener Saugetiere ausgefiihrt. Beziiglich der Serumeiwei®kérper 
hatte ich eigentlich die Wahl zwischen Serumglobin und Serumalbumin 
gehabt, doch muBte ich mich ausschlieBlich an ersteres halten, da sich 
bei der Darstellung des Albumins die Verwendung von Sulfaten kaum 
vermeiden 1aBt. Dies war aber durchaus untunlich, denn es ware ein 
prinzipieller Fehler gewesen, mich bei der Bestimmung der in Frage 
kommenden verhaltnismaBig recht geringen Schwefelmengen iiber die 
allerdings sehr geringen Schwefelmengen hinwegzusetzen, die im ge- 
faillten und gewaschenen EiweiBniederschlag zuriickgeblieben sein 
konnten, wenn auch sicherlich nicht muBten. 


Nun hatten aber sowohl die Valerschen wie auch die Timérschen 
Untersuchungen auBer den oben erwahnten noch das merkwiirdige 
Ergebnis geliefert, daB es wohl einen fiir das Hundehimoglobin 
charakteristischen, mit dem an anderen Warmbliiterhimoglobinen ge- 
fundenen identischen Eisengehalt, jedoch keinen fiir Hundeblut- 
hamoglobin charakteristischen Schwefelgehalt gibt. Denn an Hunden 
kommen, wie sich feststellen lieB, nicht weniger als vier verschiedene 
Schwefelwerte vor, darunter drei solche, aus denen sich kein einfaches 
Verhaltnis zwischen Eisen und Schwefelgehalt berechnen lat. Letzteres 
konnte nicht anders, wie durch die Annahme erklairt werden, daB im 
Blute solcher Hunde mindestens zwei Hamoglobine vom selben Eisen-, 
jedoch verschiedenem Schwefelgehalt kreisen. Ich muBte per analogiam 
auf die Méglichkeit gefaBt sein, daB 1. das Serumglobulin verschiedener 
Warmbliiter oder 2. auch das Serumgiobulin verschiedener Individuen 
derselben Warmbliiterart einen verschiedenen Schwefelgehalt aufweist, 
und 3. daB auch im Blute eines Individuums Globuline mit verschiedenem 
Schwefelgehalte kreisen. 


A. Methodik der Versuche. 


Darstellung des Globulins. Ich habe bereits darauf verwiesen, daB die 
Fallung mit schwefelsauren Salzen vermieden werden miiBte; daher fiir 
mich auBer der fiir die Darstellung gréBerer Mengen zunichst noch schwer 
praktikablen Elektrodialyse nur das zuerst von Scherer empfohlene und dann 
von A. Schmidt' eingefiihrte Verfahren in Betracht kommen konnte, darin 
bestehend, daB man das Serum mit verdiinnter Essigsiure schwach an- 
sduert und dann mit destilliertem Wasser stark verdiimnt. 

Zur Untersuchung kam das Blut verschiedenster Séugetiere, so in 
vereinzelten Fallen auch das vom Esel, Rehbock, Hirsch, Widder, Wild- 
schwein, Huhn und der Gans. In gréSerer Zahl] wurde jedoch nur das 
Menschen-, Schweine-, Rinder-, Pferde-, und Hundeblut untersucht, 
daher in nachfolgenden Erérterungen nur von letzteren die Rede sein 
wird. Ich habe das unmittelbar nach der Entnahme defibrinierte Blut 
durch feine Gaze koliert, zentrifugiert, das abgehcbene Serum mit 1 %iger 


1 A. Schmidt, Pfliigers Arch. 6, 413, 1872. 
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Essigsiure bis zur schwachsauren Reaktion unter Verwendung von 
Lackmuspapier als Indikator versetzt und mit destilliertem Wasser auf 
das l5fache verdiinnt, worauf alsbald die Fallung in Gang kam. War 
dies binnen einer Viertelstunde nicht der Fall, so fiigte ich zum bereits 
verdiinnten Serum vorsichtig weitere Essigséure hinzu, bis Fallung eintrat. 
Der anfangs feinflichige Niederschlag wurde zusehends grobkérniger, 
begann zu Boden zu sinken und nachdem das Serum iiber Nacht an einem 
kiihlen Orte gestanden hatte, war die Sedimentierung so weit vorgeschritten, 
daB die klare Fliissigkeit abgegossen werden konnte. Der am Boden ver- 
bliebene Niederschlag wurde mit destilliertem Wasser herausgespiilt und 
zentrifugiert. Nach wiederholtem Zentrifugieren, wobei jedesmal das 
klare Wasser abgegossen und erneuert wurde, habe ich das im Wasser 
grobklumpig verteilte Globulin unter Verreiben mit einem Glasstabe durch 
Zusatz der gerade nétigen Menge n/10 NaOH in Lésung gebracht und hierbei 
eine wohl sehr stark opalisierende Fliissigkeit erhalten, die jedoch kein: 
mit bloBem Auge sichtbaren festen Teilchen mehr enthielt. Aus diese: 
Lésung konnte das Globulin durch Ansaéuern, wie oben, in Form eines 
Niederschlags genommen werden, der nach dem AbgieBen der dariiber 
befindlichen klaren Fliissigkeit wie oben in eine Porzellanschale iiberfiihrt 
und bei etwa 35° C getrocknet wurde. Nach 1 bis 2 Tagen bildete sich eine 
dem Boden der Schale nur lose anhaftende, hornartige, leicht zerbrechliche 
Schicht, die pulverisiert, im Glycerinthermostaten bei 105 bis 107°C bis 
zur Gewichtskonstanz belassen und dann der Analyse zugefiihrt wurde. 

In der Tabelle I sind die Globulinausbeuten meiner zahlreichen 
Versuche zusammengestellt, wobei aber fiir jede einzelne Tierart blo! 
der Durchschnitt aller an der betreffenden Tierart erhaltenen Daten 
angegeben ist. Da der Globulingehalt z B. des menschlichen Blut- 
plasmas gewoéhnlich zu etwa 2,8°/, angegeben wird, sind die von mir 
erhaltenen Werte als sehr gering zu bezeichnen. Daf’ das Globulin 
durch die in Frage stehende Methode bloB zu einem geringen Anteil aus 
dem Serum gefallt wird, war bereits Hammarsten! bekannt, der nach- 
gewiesen hat, daB im Filtrat nach der Globulinfallung noch betrachtliche 
Mengen gelést bleiben. Da8& aber die von A. Schmidt gewonnenen 
Minimalwerte nicht nur der GréSenordnung nach mit den meinigen 
recht gut tibereinstimmen, geht aus dem letzten Stabe der Tabelle | 
hervor. 











Tabelle I 
5 Aus 1080cm Serem echelon Globulin ing 
Tierart 

Sebi i bei mir ey bei A. Schmidt 
Mensch... . | 0,51 vad 
Schwein ... 0,51 - 
_ eae 0,60 0,72— 0,80 
pee 6. AS 0,33 0,31—0,56 


err ee 0,56 <> 


1 O. Hammarsten, Pfliigers Arch. 17, 413, 1878. 
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Bestimmung des Schwefels. Der Schwefel wurde nach dem ter Meulen- 
schen! Verfahren bestimmt, das sich bereits in den Arbeiten von Valer, 
Kaiser und Timér als vorziiglich verwendbar erwiesen hatte. Den 
eigentlichen Versuchen gingen, um die Apparatur zu erproben, Schwefel- 
bestimmungen an wiederholt umkristallisiertem Cystin (1 cem einer 
etwa 1, %,igen Lésung von Cystin in Schiffchen eingetrocknet) voraus, 
die die in Tabelle II zusammengestellten, recht zufriedenstellenden 
Ergebnisse lieferten, indem die Abweichung des gefundenen Wertes 
vom berechneten im Mittelwert von 25 Versuchen nicht mehr als etwa 
1 %, betrug, trotzdem acht stirker aus der Reihe der iibrigen springende 
Werte mit in Berechnung gezogen sind. Bemerkt sei noch, daB die 








Tabelle II. 
Schwefel gefunden 
Datum Cystin analysiert ben tn d ~ 
berechnet 
1928 mg mg %p %lo 

6. bis 9. VII. 5,000 1,326 26,5 — 0,7 
5,488 1,555 28,3 + 6,0 

5,488 1,536 27,9 + 4,4 

5,000 1,266 25,3 — 5,2 

5,488 1,434 26,1 2,2 

5,488 1,437 26,2 —1,8 

12. , 13. VII. 5,488 1,470 26,8 — 03 
5,000 1,350 27,0 + 1,1 

25. , 27. VII. 5,020 1,362 27,1 +15 
5,020 1,267 25,3 — 5,2 

5,020 1,318 25,9 3,0 

5,020 1,282 25.5 — 4.4 

23. , 24. VIII. 5,020 1,367 27,2 —18 
5,020 1,310 26,1 — 2,2 

5,020 1,327 26,4 a i,1 

24. ao Xx 5,230 | 1,376 26,3 —14 
‘ 5,230 1,392 26,6 — 0,4 
5,230 1,366 26,1 — 2,2 

5,230 1,376 26,3 —1,4 

ew we 5,230 1,379 26,4 —1,1 
5,230 1,354 25,9 3,0 

1929 5,230 1,389 26,6 — 0,4 

4. bis 6. I. 5,230 1,411 27,9 + 1,1 
5,230 1,456 27,8 + 4,1 

5,230 1,315 25,3 5,2 

5,230 1,363 wa te 26,1 — 22 
Mittelwert: —1,1 


1 H. ter Meulen, Rec. des trav. chim. des Pays-Bas, 4. Serie, 8, Nr. 2, 
1922. 
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Bestimmungen, die unmittelbar nach Neuplatinierung des als Kata- 
lysator verwendeten Asbestes ausgefiihrt wurden, in der Regel viel zu 
hohe Werte lieferten, die nichstfolgenden aber solche, die den richtigen 
immer naher und naher kamen. Offenbar handelte es sich da um Spuren 
von Cl, die aus dem zur Platinierung verwendeten Platinchlorid her- 
rihrten und erst durch das wiederholte Gliihen entfernt. wurden. 
Diese Fehlbestimmungen sind in die Tabelle nicht aufgenommen. 
Vom Globulin muBten bei seinem weit geringeren Schwefelgehalt 
gréBere Mengen, meistens tiber 0,1 g genommen werden, daher ist es 
begreiflich, daB an dieser im Vergleich zum Cystin weit schwerer zer- 
setzlichen Substanz die Parallelbestimmungen zuweilen weniger be- 
friedigend iibereinstimmten. 


B. Mégliche Einwinde gegen die Beweiskraft der Bestimmungen. 


Es fragt sich, ob gegen die Richtigkeit meiner weiter unten unter ©. 
besprochenen Befunde nicht etwa Bedenken wie die folgenden ge- 
auBert werden kénnten. 


1. Nach der Ansicht vieler Autoren erhalt man aus dem nach den 
entsprechenden Vorschriften behandelten Blutserum nicht ,,Globulin‘ 
schlechthin, sondern ein Gemisch von Globulinen, also kein einheitliches 
Untersuchungsmaterial. 


2. Es kann fraglich sein, ob, um reine Praparate zu erhalten, 
einmaliges Umfallen aus der alkalischen Lésung mittels Essigsiure 
geniigt; denn ist dies nicht der Fall, so lieBen sich Unterschiede im 
Schwefelgehalt auch durch verschieden starke Verunreinigung der 
Priparate erkliren. 


3. Da ferner das ,,schwache‘‘ Ansiuern naturgemaB$ nur so von 
ungefahr geschieht und auch die Menge der Lauge unsicher ist, die 
beim Lésen der Globuline behufs ihrer Umfallung nétig ist, kann es 
a priori nicht ausgeschlossen werden, da Verschiedenheiten im 
Schwefelgehalt der Globuline davon herriihren, daB einmal etwas mehr, 
ein anderes Mal weniger Essigsiure bzw. Lauge verwendet war und 
demzufolge Globulinfraktionen mit verschiedenem Schwefelgehalt zu 
wechselnden Anteilen zur Fallung gelangen. 


Ohne das unter 1. erwahnte Bedenken entkraften zu *nnen, sei 
hier auf den Befund von Frederiqu! verwiesen, wonach ein »iederholt 
umgefalltes Praparat nur mehr aus reinem Paraglobulin besteht, ferner 
auf den von Huiskamp?, wonach in der Zusammensetzung der durch 
Kochsalz und durch Essigsdure gefallten Globuline kein Unterschied 








1 L. Frederiqu, Arch. de Biol. 1, 17. 
2 W. Huiskamp, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 394, 1905. 
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besteht, und auch Woodmann' meint, daB die Zusammensetzung der 
Globuline unabhangig ist von der Art ihrer Darstellung. 

Um das unter 2. erwaihnte Bedenken zu entkriaften, habe ich zu 
wiederholten Malen etwa 700 ccm Serum in drei Portionen a, b und ¢ 
geteilt und das aus ihnen gewonnene Globulin einmal (a) bzw. zweimal (b) 
bzw. dreimal (c) umgefallt. Wie aus der Tabelle III ersichtlich, wird 
zwar die Ausbeute nach der dritten Umfallung erheblich verschlechtert, 
der Schwefelgehalt des umgefillten Globulins bleibt aber praktisch 
unverandert. 

Tabelle III. 





os “Schwefelgehalt im Globulin 








Nr. und Tierart einmal umgefallt |  zweimal umgefillt dreimal umgefallt wy 
cee cable, 55 Seth lei Nes. UPR eae. SETS 
26 Pferd 1,03 1,03 1,04 
19 Rind | 1,28 1,26 1,29 


Um endlich dem Einwand 3. zu begegnen, bin ich folgendermaBen 
vorgegangen. Teilt man das Serum, aus dem das Globulin dargestellt 
werden soll, in zwei Teile, so wird man, wie oben bereits angedeutet, 
zum ,,schwachen“ Ansauern der beiden Portionen nicht gleiche, 
sondern, wie aus Tabelle IV ersichtlich, recht verschiedene Mengen 
Essigsiure verbrauchen, und genau dasselbe ist auch beziiglich der bei 
Umfillen verWendeten Lauge der Fall. Ist aber die Menge der ver- 
wendeten Essigséure und Lauge von keinem EinfluB auf den Schwefel- 














Tabelle IV. 
I. Portion ent Il. Portion ¢ . 
hs zur . zur re T § 
= Unfallung 2 Umfillung » £4 <3 
3 | oa PT a SESS 
= ss | = 33 | 3.2§ 
Nr. und e| » ES ize o | £3 | 2=5° 
Tore | Sm 1 ES) Eg 18h] Ee] E | a [8s oEes 
Ele) s |a*t=| 2] s§ | s* leds 
| 3 rs 3 wi 5 oA 
i] a) 

I com com | com | com | %J9 || com  cem | com | %o %, 
9 Mensch 55— 55 4 = 4 34 189 5 $45 | 54 188] —07 
21 Pferd 250—259' 10.5 5 2 104/185; 6 | 2 1,06 | + 1,9 
22 + 190—190 13 4 3,6 108/175) 6 | 4,7 107] —09 
45 Hund 95— 95 8 3.4 | 2.7 | 1,28 10 45 | 49 130) 4+ 1,6 
46 a 55— 55, 38 53 | 31 (1,89 6 73/42 135) —29 

42 Hund 130—130 10 8 4 1.28 | 10 8 4 128 || +0 
43 170—170 12 7 45 186 12 7 45 188) + 1,5 
7 6 131 16 7 6 1,31 | + 1.5 


18 Rind 180180 16 


1 H. E. Woodmann, Biochem.. Journ. 15, 187, 1921. 
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gehalt des Fallungspreduktes, so darf dieser an den beiden Portionen 
nicht verschieden hoch ausfallen. Wie aus der Tabelle IV ersichtlich, 
war dies mit Ausnahme des Versuches 46, in dem der Unterschied 
die zulissige Fehlergrenze erheblich iiberstieg, der Schwefelgehalt 
der beiden Portionen ebensowenig verschieden, wie in den in der 
Tabelle IV zu unterst angefiihrten Versuchen, in denen ich bei der Be- 
handlung der zweiten Portion absichtlich genau soviel Essigsiure 
bzw. Natronlauge verwendete, als sich an der ersten Portion als nétig 
erwiesen hatte. 


C. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die Einzeldaten aller von mir angefiihrten Versuchsreihen sind 
in der Generaltabelle am Ende des Textes enthalten, ihre Ergebnisse 
aber in der Tabelle V nach Tierart und aufsteigender GréBe der er- 
haltenen Werte geordnet. 


Tabelle V. 





Mensch Schwein Rind Pferd Hund 
Nr. des | Schwefel- | Nr. des | Schwefel*| Nr. des | Schwefel-| Nr. des Schwefel* Nr. des Schwefel- 
Vers | gehalt Vers | gehalt Vers gehalt || Vers gehalt Vers gehalt 





suchs %p ouchs %Cl | suchs % ‘|| Suchs %p suchs %%p 
ng 1,06 10 0,97 17 1,17 26* 1,03 28 1,17 
6 1,08 11 1,03 16 1,19 21* 1,05 39 1,20 
3 1,11 13 1,07 19* 1,28 22* 1,07 37 1,21 
2 1,16 12 1,13 18* 1,33 25 1,08 42* 1,28 
5 1,19 14 1,19 24 1,09 32 1,29 
7 1,22 15 1,32 23 1,17 45* 1,29 
4 1,31 20 1,27 41 1,30 
8 1,35 35 1,31 
9* 1,38 27 1,32 
31 1,32 

30 1,33 

33 1,35 

29 1,36 

43* 1,37 

46* 1,37 

34 1,38 

36 1,38 

| 44 1,40 

40 1,57 

| 38 1,60 
Die mit einem * bezeichneten Werte stellen den Durchschnitt von Analysenwerten dar, 
die an mehreren aus demselben Serum bereiteten Pri ten erhalten wurden. 





r 


Aus Tabelle V 1aBt sich folgern, daB 

1. der Schwefelgehalt des Globulins innerhalb verschiedener Individuen 
derselben Tierart sehr stark variiert, und daB die Grenzen dieser Variation 
beim Hunde am weitesten sind, vielleicht aber nur, weil weit) mehr 
Hunde als andere Tierarten zur Untersuchung kamen; 
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2. Werte iiber 1,30 kommen an den iibrigen Tieren nur vereinzelt, 
am Hunde aber in der Mehrzahl aller Falle zur Beobachtung, was kein 
Zufall sein diirfte. 

DaB es verschiedene Globuline im Blutserum einer Tierart gibt, 
hat bereits Hammarsten' (allerdings aus C-, H- und N-Bestimmungen) 
an mittels der Essigsiuremethode dargestelltem Serumglobulin aus dem 
Blutserum von sechs Pferden gefolgert, indem die maximalen Unter- 
schiede 1,9°%, bzw. 3,6°, bzw. 4,0°, betrugen. ,,Solche Differenzen 
habe ich bei meinen Analysen von den iibrigen hierher gehérenden 
Stoffen noch nie erhalten, und ich kann sie also nicht als analytische 
Fehler bezeichnen ... Es bleibt mir also nur die Erklirung tibrig, dab 
das Globulin des Pferdeblutserums nicht unter allen Umstiinden die 
gleiche Zusammensetzung besitzt. Eine solche Erklirung setzt doch 
ihrerseits fast mit Notwendigkeit die Annahme von zwei oder mehreren 
Globulinen in dem Pferdeblutserum voraus.. . “ 

Erst recht folgt dies aus meinen Versuchen, in denen der maximale 
Unterschied im Schwefelgehalt des Pferdeserumglobulins gegen 25, des 
Hundeserumglobulins aber gegen 40°,, betrug. 

Bemerkt sei noch, daf der. Schwefelgehalt des Globulins weder 
mit dem Geschlecht, noch aber, wie aus Tabelle VI hervorgeht, mit 
der Rassenreinheit der Hunde irgend einen Zusammenhang erkennen lie. 


Tabelle VI. 








Schwefel- ' Schwefel- 

Nr. d Nr. d 
Vande Rasse = Tae Rasse — 
39. |  Wolfshund 1,20 28 Bastard 1,17 
42 - 1,28 37 2 1,21 
“ie Deutscher | 35 ‘ 1,31 
32 || Schiferhund |f '? 27 : 1'32 
45 Wolfshund 1,29 81 - 1,32 
41 Vorstehhund 1,30 39 x 1,33 
{| Deutscher | , 29 a 1,36 
83 i] Schiferhund |j 155 34 . 1°38 
46 | Kuvasz * 1,37 36 e 1,38 
43 Wolfshund 1,37 44 ¥ 1,40 
40 | ie | ia 38 * 1,60 
Mittelwert : 1,34 Mittelwert: 134 


* Spezifisch ungarische Hunderasse. 


An einen Zusammenhang mit der Rasse der Hunde mute aus dem 
Grunde gedacht werden, weil Timdér mit Ausnahme eines einzigen an 
allen von ihr untersuchten rassenreinen Hunden, aus denen Blut nur 
bei besonders giinstiger Gelegenheit zu erhalten war, denselben Schwefel- 


1 O. Hammarsten, Pfliigers Arch. 22, 431, 1880. 
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Generaltabelle. 
Nr., Tierart, Schwefelgehalt poe é Nr. Therert, Schwefelgchalt a 
Geschlecht Fy kungen Geschlecht Fy kungen 
1. Mensch, 1,07 | Juli 1928 7. Mensch, 1,22 
¢ 1,05 dl 1,28 
1,10 1,21 
Mittel: 1,07 Mittel: 1,22 
1,05 | Jan. 1929 | § Mensch, 1,37 
1,04 co 1,33 
1,07 Open 135 
1.05 Mittel: 1,36 
1,08 9. Mensch, 1,40 | 1. Portion 
cE BE ee e 
Mittel: 1,06 1,39 
2. Mensch, 1,20 mesrsncedssa 
1,14 1,36 2. Portion 
1,15 | 1,41 
Mittel: 1,16 Mittel: 1,38 
3. Mensch 1,09 , 
— wl 10. Schwein, 0,97 
es, o 0,98 
es 0,97 
1,09 (1,08) 
0,96 


5. Mensch, 
rou 
6. Mensch 


Mitel: 1,11 


1,29 
1,33 


Mittel: 1,31 


1,15 | 


1,21 
1,20 
1,19 


Mittel: 1,19 
1,07 


1,10 
1,07 





Mittel: 1,08 





11. Schwein, 
e 


12. Schwein 


Mittel: 0,97 


1,03 


1,03 
(1,13) 


1,00 


1,05 | 


Mittel: 1,08 


1,12 
1,12 
1,18 


1,15 | 


1,12 | 


Mittel: 1,18 
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Generaltabelle (Fortsetzung). 
Nr., Tierart, Schwefelgehalt purr Nr., Tierart, || Schwefelgehalt | Bemer- 
Geschlecht Fy kungen Geschlecht 5 kungen 
13. Schwein, 1,05 19. Rind 1,27 | 1. Umfal- 
1,05 1.30 ang 
1,09 1,28 
1,11 1,31 
Mittel: 1,07 1,25 
14. Schwein 1,23 Mittel: 1,28 
1,16 1.24 | 2. Umfal- 
1,21 1.28 lung 
1,17 1,26 
| Mittel: 1,26 
Mittel: 1,19 | 
fer 5 1.31 | 3. Umfal- 
15. Schwein op 1.32 lung 
(1,26) rs 
1,31 see 
Mittel: 1.82 Mittel: 1,29 
16. Rind 1,21 ; 20. Pferd, 1,26 | 
1,18 1,24 
1,17 1,30 
Mittel: 1,19 Mittel: 1,27 
17. Rind, 1,19 21. Pferd 1,06 | 1. Portion 
? 1,19 1,04 
1,14 1,00 
1,16 Mittel: 1,04. 
Mittel: 1,17 1,07 2. Portion 
18. Rind 1,31 | 1. Portion 1,08 
1,28 | 1,04 
1,338 __ 1,05 
Mittel: 1,31 | Mittel: 1,06 
1,35 | 2. Portion | 22. Pferd, 1,09 1. Portion 
1,30 | ? 1,09 
1,32 | 1,08 
1,36 1,06 


Mittel: 1,35 





Mittel: 1,08 
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Nr., Tierart, 
Geschlecht 


24. 


25. 


22. Pferd, 


Pferd 


Pferd 


Pferd, 


Pferd 


Schwefelgehalt 


lo 


1,07 
1,09 
1,07 
1,03 
Mittel: 1,07 
1,16 
(1,08) 
1,17 
1,20 
1,16 
Mittel: 1,15 
1,06 
1,95 
1,13 
1,12 
Mittel: 1,09 
1,07 
1,04 
1,08 
1,12 
Mittel: 1,08 
1,00 
1,05 
1,02 


1,06 | 


| Mittel: 1,08 
1,08 

1,04 

1,08 

Le 

| Mittel: 1,08 


1,09 | 


1,02 
1,03 


1,03 
|| Mittel: 1,04 


Bemers 
kungen 


2. Portion 


1. Umfil- 
lung 


2. Umfale 
lung 


3. Umfiil- 
lung 





Nr., Tierart, 


Geschlecht 
27. Hund, 
ou 
28. Hund, 
ou 
29. Hund, 
ou 
30. Hund, 
ou 
31. Hund, 
ou 
382. Hund 
33. Hund 
34. Hund, 
ou 


Schwefel- 
gehalt 

1,33 

1,30 

1,34 

Mittel: 1,32 
1,16 

(1,26) 

1,18 

147 
Mittel: 1,17 
1,36 

1,38 

(1,26) 
a 
Mittel: 1,86 
1,33 

| 1,36 
1,80 
| Mitel: 1,83 
1,33 

1,30 

1,33 
Mittel: 1,32 
1,26 

(1,20) 

1,29 

1,30 

1,30 
Mittel: 1,29 
1,39 

1,33 

|| Mittel: 1,35 
1,39 


| 1,38 
1,38 
i 1,37 
|| Mittel: 1,38 


Bemer- 
kungen I 
35 
36 
37 
38 
39 
Deutscher 
Schaferhund 40. 
41. 
Deutscher 
Schaferhund 
42. 
I 
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ere 
Nr., Ti 4 
on Gaschlecht 
35. Hund, 
? 
36. Hund, 
? 
37. Hund, 
oO 
38. Hund, 
e 
39. Hund 
cher 
thund 40. Hund 
41. Hund, 
rou 
cher 
rhund 
42. Hund, 
ox 





Schwefelgehalt 
%, 


1,32 
1,31 
1,30 


131 
1,39 
1,37 
1,38 


Mittel: 


Mittel: 


1,17 
1,22 
1,23 


Mitte]: 1,21 


1,51 





Mittel: 1,60 


(1,33) 
1.22 } 
1,16 
1,22 


Mittel: 1,20 


1,58 
1,56 


Mittel: 1,57 
1,33 | 
1,27 

Mittel: 1,80 


1,26 
1,28 
1,26 
1,32 


Mittel: 1,28 


* Spezifisch ungarische Hunderasse. 
Biochemische Zeitschrift Band 212. 


Bemers 
kungen 


Wolfshund 


Kuvasz* 


Vorsteh; 
hund 


1. Portion 
Wolfshund 





Nr, Tierart, 
Geschlecht 


42. Hund, 
ou 


43. Hund, 


44. Hund, 
? 


. 
45. Hund, 
46. Hund, 


Schwefelgehalt 


0 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


1,26 
1,31 
1,30 
1,26 
1,28 
1,37 
1,35 
1,37 


1,36. 


1,41 
1,35 
1,37 
1,38 
1,43 
1,38 
1,38 
1,40 
1,24 
1,32 
1.28 
1,25 


1,31 


1,34° 


1,30 
1,41 
1,37 
1,39 


1,36 
1,33 
1,37 


135 


Bemer: 
kungen 


2. Portion 


7 Portion 
Wolfshund 


2. Portion 


1. Portion 
W olfshund 


2. Portion 


1. Portion 
Kuvasz* 


2. Portion 


‘ 
j 
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gehalt, 0,57 °,, im Hamoglobin fand, aus den sich das Verhaltnis Fe : §, 
berechnen lieB, waihrend an den gewéhnlichen, dem Laboratorium zu 
Versuchszwecken angebotenen Hunden, tiberwiegend Bastarden, di: 
eingangs erwahnten drei Werte iiberwogen, aus denen ein einfaches 
Verhaltnis zwischen Eisen- und Schwefelgehalt nicht zu errechnen war 

Das Serumglobulin stammte in der groBen Mehrzahl der Faille 
von den Hunden her, deren Hamoglobin von Timdr untersucht wurde 

Die aus der Literatur iiber Pferdeserumglobulin bekannten Daten 
stehen mit meinen Befunden nicht in Widerspruch, indem von Moérner? 1,00, 
von Kaiser® 1,07, von Hammarsten® 1,11, von Osborne* 1,11, von Porges 
und Spiro® 1,13 und von Schulz 1,38°, gefunden waren. 

Die sparlichen Angaben iiber den Schwefelgehalt von Rinderserum- 
globulin sind allerdings wesentlich niedriger, indem Kaiser 1,03, Huis 
kamp® aber 1,06°%, fand. 

D. Ausblicke. 


Angesichts der mitgeteilten sehr erheblichen Unterschiede an 
verschiedenen Individuen derselben Tierart ware es von besonderem 
Interesse, den Globulinschwefel an einem Individuum wiederholt zu 
bestimmen. Solche Untersuchungen, wie auch andere, in denen der 
Einflu8 des Hungerns bzw. der Art der Ernahrung gepriift werden sol] 
sind bereits im Gange. Hier sei nur des Versuchs 1 an einem Menschen 
Erwaihnung getan, an dem zwei Bestimmungen in einem Zeitinterval! 
von mehreren Monaten ausgefiihrt wurden, die zu demselhen Ergebnis 
gefiihrt hatten. 


1 K. A. H. Morner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 34, 207, 1902. 
2 E. Kaiser, |. c. 

8 O. Hammarsten, |. c.; Pfliigers Arch. 22, 431, 1880. 

4 Th. B. Osborne, Zeitschr. f. analyt. Chem. 41, 25, 1902. 

5 O. Porges und H. Spiro, Hofmeisters Beitr. 8, 277, 1903. 

6° W. Huiskamp, |. c. 
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Ein einfacher Apparat 
zur Bestimmung der Alkalireserve des Blutes. 


Von 
Max Schlesinger. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einer Anregung von Zoltan Aszddi folgend, ,,durch Verwendung 
eines seinem Hamocarbamidometer! ahnlichen Apparats eine einfache 
Methode zur Bestimmung der Bicarbonate im Blutplasma auszuarbeiten“, 
habe ich in einer vorangehenden Mitteilung? die zweckmaBigste Art 
der Konstruktion und Verwendung derartiger Apparate auf theoretischer 
Grundlage erértert. Nachfolgend sei der mit Hilfe der dort entwickelten 
Prinzipien hergestellte Apparat und sein Gebrauch beschrieben. Der 
Apparat dient zur gasometrischen Bestimmung der Kohlensiure im 
Blutplasma und gestattet infolge seiner besonderen Einfachheit die 
Ausfiihrung solcher Bestimmungen in noch ausgedehnterem Mabe 
und in weiteren Kreisen als bisher. Die erlauternden Bemerkungen 
auf §. 118, 119 u. 126 sind mit fortlaufenden Zahlen versehen; sie 
beziehen sich auf korrespondierende Stellen im Haupttext, woselbst 
dieselben Zahlen zwischen Klammern gesetzt sind. : 

Beschreibung des Apparats. Der Apparat® besteht aus einem 
U-férmigen Rohre mit einem kiirzeren, als ReaktionsgefaB dienenden, 
und einem langeren, als Steigrohr dienenden Schenkel. Das Reaktions- 
gefaB wird durch einen 6 cm hohen Hohlzylinder mit der lichten Weite 
von 1,3cm gebildet, und ist am oberen Rande zu einem zirkularen, 
0,8 cm breiten, geschliffenen Saum ausgebogen; an diesen Saum wird 
durch eine Metallspange eine 3cm im Durchmesser haltende, kreis- 


1 Diese Zeitschr. 184, 546, 1922. 

2 Ebendaselbst 201, 87, 1928. 

* Zu beziehen (auch mit Angabe des Steigrohrquerschnitts) von Glas- 
techniker A. Huber, Budapest I, Skt-Gellértplatz 4. 
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formige, geschliffene Glasplatte angedriickt und dadurch das Reaktions- 
gefaB verschlossen. Das Steigrohr, das an seinem unteren Ende durch 
ein 0,8 cm weites Réhrenstiick mit dem Reaktionsgefa8 kommuniziert, 
wird durch ein 25 cm langes Kapillarrohr mit dem lichten Querschnitt 
von 0,020 bis 0,030 qem gebildet und tragt eine aufgeitzte Millimeter- 
teilung (von — 20 bis 200). 


Gebrauchsfihiger Zustand des Apparats. Bevor der 
Apparat in Verwendung genommen wird, mu8 derselbe 
mit dem als Sperrfliissigkeit dienenden Quecksilber be- 
schickt werden, und zwar derart, daB in dem Reaktions- 
gefa8 ein Raum von ganz bestimmter — vom Querschnitt 
des Steigrohrs abhingiger — GréBe frei bleibt (1). Der 
letzte Stab der Tabelle A (s. S.120 u. 121) enthalt in 
Grammen die Quecksilbermenge, welche zu diesem Behuf 
aus dem ReaktionsgefaB zu entfernen ist, nachdem man 
dasselbe vorangehend bis zur VerschluSplatte vollkommen 
mit Quecksilber gefiillt hatte. 

4 Um die mit dem Apparat ausgefiihrten Versuche 
berechnen zu kénnen, muf dessen ,,Apparatkonstante‘‘ 
bekannt sein; sie 14Bt sich der Tabelle A unter Beriick- 
sichtigung des Steigrohrquerschnitts und der Versuchs- 
temperatur entnehmen (2). Um auch dem allerdings 
sehr geringen und fiir klinische Zwecke zu vernachlassigenden 
tinfluB des Luftdrucks (3) gerecht zu werden, wird, je 
nachdem der Luftdruck mehr bzw. weniger als 760 mm 
betraigt, der in Millimetern ausgedriickte Unterschied mit 
dem im vorletzten Stabe der Tabelle A angegebenen Faktor 
Abb. 1. multipliziert und das Produkt zu dem Hauptwert addiert 
bzw. aus ihm subtrahiert. 


Sw we es © ee | 








Zu alledem ist, wie ersichtlich, die Kenntnis des Steigrohrquerschnittes 
nétig, welchen man am besten folgendermaBen bestimmt: In das Reaktions- 
gefaB wird etwas Quecksilber gebracht und durch Neigen des Apparats 
das Steigrohr zu etwa drei Vierteln gefiillt. Wahrend ein Finger das Steig- 
rohrende verschlossen halt, wird das_ iiberfliissige Quecksilber durch 
Schiitteln abgetrennt und durch das ReaktionsgefaiB entfernt, sodann die 
Quecksilberséule im Steigrohr so eingestellt, daB man ihre Héhe an der 
Teilung ablesen kann. Das auf 1em Séulenhéhe bezogene Gewicht des 
Quecksilbers, multipliziert mit 0,0738 (spezifisches Volumen bei 20°; die 
Temperaturabhangigkeit ist zu vernachliassigen) ergibt den Querschnitt 
in Quadratzentimetern. 


Ausfiihrung einer Bestimmung. Nachdem man die zum VerschluS 
des ReaktionsgefiBes dienenden Glasschliffe sorgfaltig eingefettet hat, 
bringt man tiber das Quecksilber im ReaktionsgefaB 0,8ccm de- 
stilliertes Wasser, 1 Tropfen Octylalkohol und 0,5ccm Paraffindl, 
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schichtet unter letzteres 1 ccm des zu untersuchenden Plasmas (Serums), 
das in tiblicher Weise mit Exspirationsluft (angenommener CO,-Gehalt 
5,5°%,) in Bertthrung gebracht war und 0,2 ccm 6vol.-°,,ige Schwefel- 
sdure (4). Nun wird das ReaktionsgefaB mit der Glasplatte verschlossen, 
nachdem man ihre untere Fliche, um den Gasraum im Reaktions- 
gefaB mit Wasserdampf zu sattigen, mit 1/, bis 4 Tropfen Wasser 
benetzt hat (5). Wahrend der nun folgenden 1 bis 2 Minuten steigt 
das Quecksilber im Steigrohr um einige Millimeter an und wird dieser 
Stand (a), sobald er konstant geworden ist, notiert. Dann wird 
geschiittelt, wodurch man die Paraffinédlschicht, die das gebildete Gas 
am Entweichen aus der wasserigen Schicht bisher verhindert hatte, 
durchbricht ; man schiittelt, ohne ReaktionsgefaB oder Steigrohr durch 
Beriihren mit der Hand zu erwarmen, so lange, bis das Quecksilber 
nicht mehr ansteigt. Der so erreichte Stand (6) wird wieder abgelesen. 


Berechnung des Versuchsergebnisses. Man multipliziert den in 
Millimetern abgelesenen Quecksilberanstieg (5 — a) mit der Apparat- 
konstante und erhalt so unmittelbar das in Normalkubikzentimetern 
ausgedriickte Volumen des gesamten in 100cem Plasma enthaltenen 
CO,. Mit Hilfe dieser Zah] 1aB8t sich die Alkalireserve der Tabelle B 
(s. 8.122 bis 125) entnehmen (6). Der erste Stab dieser Tabelle ent- 
halt die im Versuch gewonnenen Zahlen fijr das gesamte im Plasma 
enthaltene CQO,, die anderen aber die korrespondierenden Werte fiir 
die gesuchte Alkalireserve. 

Es_ soll beispielsweise der Steigrohrquerschnitt des Apparats 
(),0262 qem, die Versuchstemperatur 23,5°, der Luftdruck 754 mm, der 
Quecksilberanstieg aber 56,2 mm betragen haben. 


Nach Tabelle A ist die zur Versuchstemperatur gehérige 


IND. 6s 6g Wb 0 8 + 9 +e eo «+ + OBB 
In Abzug zu bringen fiir den Luftdruck (6.0,0007). . . 0,004 
Korrigierte Apparatkonstante . . *. 0,977 
Gesamtes CO, in 100cem Plasma (56,2.0,977). . . . . 54,9cem 
Hieraus Alkalireserve nach Tabelle B......... 51,3 ,, 


Reinigung des Apparats. Man spilt das Reaktionsgeféi8 mit dem 
Wasserstrahl einer Spritzflasche aus und riihrt unterdessen die verunreinigte 
Schicht des Quecksilbers mit einem Glasstab; dies wird so lange fortgesetzt, 
bis das Spiilwasser klar abflieBt. Nachdem man das iiber dem Quecksilber 
befindliche Wasser abgehebert und den Apparat von auBen abgetrocknet 
hat, nimmt man das die Innenwand des ReaktionsgefaiBes und das Queck- 
silber benetzende Wasser mit Filterstreifen auf. Da bei letzterem Vorgang 
leicht etwas Quecksilber ausgestreut wird, fiihrt man ihn zweckméBig iiber 
einer Schale aus; bei haufiger Verwendung wird aber ein Verlust von Queck- 
silber sich auch hierdurch nicht vollkommen vermeiden lassen, weshalb 
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es ratsam ist, das nach der erstmaligen Fiillung notierte Gewicht des nach 
Vorschrift mit ee beschickten Apparats von Zeit zu Zeit zu kon- 
trollieren. 


Nach der Reinigung mu8 mit dem nachsten Versuch so lange gewartet 
werden, bis der Apparat wieder die Zimmertemperatur angenommen hat. 


Vergleich der am van Slykeschen und meinem Apparat erhaltenen 
Ergebnisse. In nachfolgender Tabelle sind die Ergebnisse einiger paralleler 
Bestimmungen zusammengestellt, welche gleichzeitig an zwei Apparaten 
der oben beschriebenen Art und einem van Slykeschen an Pferdeserum 
ausgefiihrt wurden, dessen Bicarbonatgehalt mit Hilfe von Saure 
bzw. NaHCO, variiert worden war. 

















Bigener Apperst | van Slyke scher Kiguer Agpaset van Slyke scher 
Nr. 1 Nr.2- — Nr. 1 Nr.2 Apparat 
ae Se | 9,1 55,7 | 53,0 53,7 
20,0 19,7 i 19,1 69,5 68,7 69,0 
50,3 50,2 | 50,7 90,6 91,6 92,0 
Bemerkungen. 


1. Nur wenn der freie Gasraum im Reaktionsgejaf eine ganz bestimmte 
GréBe hat, andert sich die Steighéhe des Quecksilbers der entwickelten 
Gasmenge praktisch proportional; und nur wenn diese Proportionalitat 
besteht, ist das einfache Rechnen mit Hilfe der Apparatkonstante zulassig!. 


2. Zur Berechnung der Tabelle A benutzte ich die Formeln (18), (19) 
und (23) meiner eingangs zitierten Arbeit mit der Anderung, daB statt des 
Ausdrucks (C — Cz) g mit dem Ausdruck [(C’ — CL) 9’ + (C” — Cz) gy’) 
gerechnet wurde, wo sich die einfach gestrichenen Werte auf die wisserige 
Lésung, die zweifach gestrichenen auf das Paraffiné] beziehen. 


Formel (19) zur Berechnung der Apparatkonstante wurde mit 10 
multipliziert, damit sich die erhaltenen Werte auf die in Millimetern aus- 
gedriickte Steighéhe und den CO,-Gehalt von 100 ccm Plasma beziehen. 
Die Berechnung selbst wurde in Absténden von je 0,0025 qem im Steigrohr- 
querschnitt und von je 5° in der Temperatur ausgefiihrt und die dazwischen 
liegenden Werte durch Interpolation ermittelt. 


Beziiglich der Berechnung des letzten Stabes verweise ich noch auf 
FuBnote 1 auf S. 106 der zitierten Arbeit; die dort erwahnte Korrektion 
ist mit in Rechnung gezogen. Die in diesem Stabe (ebenso die im vorletzten) 
enthaltenen Werte sind unter Annahme einer Versuchstemperatur von 20° 
berechnet, doch erreicht der Fehler durch die Verwendung derselben Queck- 
silberbeschickung im ganzen angegebenen Temperaturbereich auch im 
extremsten Falle nicht die Héhe von 1%. 


Von den zur Rechnung benutzten Zahlenwerten seien folgende er- 
wahnt : 


1 Siehe Schlesinger, |. c. 
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a) a/2 [s. Formel (18)] ist zu 60 mm angenommen, da ein Quecksilber- 
anstieg iiber 120 mm nicht vorkommen diirfte. 

b) Der Dampfdruck der Lésung wurde gleich dem des Wassers ge- 
nommen. 


c) Der Absorptionskoeffizient des verdiinnten Plasmas fiir CO, (und 
Luft) wurde gleich dem um 1,5°%, verminderten des Wassers gesetzt. Der 
des unverdiinnten Plasmas wird bekanntlich um 2,5°%, geringer angesetzt. 


d) Den CO,-Absorptionskoeffizienten des Paraffinéls habe ich mittels 
eines dem beschriebenen ahniichen, doch gréBer dimensionierten Apparats 
mit Hilfe bekannter K HCO,-Lésungen selbst bestimmt. Ich fand im Mittel 
fiir Paraffin. liqu. Merck. mit dem (selbstbestimmten) spezifischen Gewicht 
0,882 den Bunsenschen CO,-Absorptionskoeffizienten bei 21,6° gleich 0,897 
und pro 1° Temperaturerhéhung eine Abnahme desselben um 0,026. Dieses 
Ergebnis stimmt gut mit den Messungen Kubies! iiberein. Nach Kubie 
betragt der Absorptionskoeffizient bei 24 bis 25° 0,841, nach den eigenen 
Messungen auf 24° extrapoliert 0,835. . 


e) Den (Ostwaldschen) Absorptionskoeffizienten des Paraffinéls fiir Luft 
setzte ich bei 20° gleich 0,100, entsprechend dem Ergebnis von Extraktions- 
versuchen im van Slykeschen Apparat. Von dessen Anderung mit der 
Temperatur wurde angenommen, da® sie im selben Verhaltnis wie beim 
CO,-Absorptionskoeffizienten erfolgt. Eine solche annéhernde Annahme ist 
berechtigt, da auch groBe Fehler in diesem Werte praktisch ohne Einflu8 
auf das Resultat sind. 


3. Da der Wert der Apparatkonstante erst wenn der Luftdruck um 
etwa + 15mm von 760mm Hg abweicht sich um den Betrag von 1% 
andert, ist die Luftdruckkorrektion bei Bestimmungen zu _ klinischen 
Zwecken getrost zu vernachlassigen. 

Bei dem van Slykeschen Apparat wiirde das Auberachtlassen des 
Barometerstandes einen doppelt so hohen Fehler verursachen. 


4. Das Zusetzen der Sdure bei offenem ReaktionsgefaB — wodurch der 
beschriebene besonders einfache Bau des Apparats eigentlich erméglicht 
wird — kénnte vom theoretischen Standpunkt bedenklich scheinen. Zwar 
wird, insolange die gesamte gebildete CO, physikalisch gelést bleibt, ein 
Verlust durch das Paraffinél vollkommen verhindert; sobald aber bei 
offenem ReaktionsgefaB Gasblasen auftreten — ob diese an den Grenzflachen 
haften bleiben oder aus der Fliissigkeit entweichen, ist hierbei gleichgiiltig — 
entgeht das entsprechende Volumen der Bestimmung. Eine Bildung von 
Blasen ware von vornherein véllig ausgeschlossen, wenn hierzu nur CO, 
und Wasserdampf in Betracht kamen; die erforderliche CO,-Tension von 
nahezu einer Atmosphire kénnte némlich im verdiinnten Plasma nur bei 
einem CO,-Gehalt zustandekommen, -der praktisch niemals vorkommt. 
Doch sind ja Plasma, Wasser und Saéure schon von anfangs her mit Luft 
gesittigt, und dieser Umstand kénnte zu einer Bildung von Blasen Anlab 
geben, deren gesamtes Volumen — wie sich berechnen ]48t — je nach dem 
CO,-Gehalt bis zu einigen hundertstel Kubikzentimetern betragen und dem- 
entsprechend zu einem Fehler von mehreren Prozenten im Resultat fiihren 


kann. 


1 Journ. of biol. Chem. 72, 545, 1927. 
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Tabelle 4 
ates Soe | Wert der Apparatkonstante bei 
Steigrohres || F: 
com \ 15° 16° 17° 18° 190 20° 21° 220 230 
0,0200 1,012 | 0,993 0,975 | 0,957 9,938 || 0,920 | 0,903 | 0,887 | 0.871 
202 1,016 | 0,998 0,979 | 0,961 | 0,942 | 0,924 | 0,907 | 0,891 | 0,875 
204 1,020 | 1,002 0,983 | 0,965 0,946 | 0,928 | 0,911 | 0,895 0,879 
206 1,025 | 1,006 0,987 | 0,969 0,950 0,932 0,915 | 0,899 | 0,883 
208 1,029 | 1,010 0,991 | 0,973 0,954 | 0,936 0,919 | 0.903 | 0.887 
210 1,083 | 1,014 0,995 | 0,977 0,959 | 0,940 | 0,923 | 0.907 0,890 
212 1,037 | 1,018 0,999 | 0,981 | 0,963 | 0,944 0,927 | 0,911 | 0,894 
214 | 1,041 | 1,022 1,003 | 0985 0,967 0,948 | 0.931 | 0.915 0,898 
216 | 1,046 1,027 1,008 | 0,989 0,971 0,952 0,935 | 0,919 0,902 
218 1,050 | 1,031 1,012 | 0,993 0,975 | 0,956 | 0,939 | 0,923 0,906 
220 1,054 | 1,035 1,016 | 0,997 0,979 0,960 0,943 | 0,926 0,909 
222 1,058 1,089 1,020 | 1,001 0,983 | 0,964 0,947 | 0,930 0,913 
224 1,063 | 1,044 | 1,025 | 1,006 | 0,987 | 0,968 0,951 | 0,934 0,917 
226 1,067 | 1,048 1,029 | 1,010 0,991 0,972 0955 | 0,938 | 0,921 
228 1,071 1,052 | 1,033 | 1,014 | 0995 | 0,976 0,959 | 0,942 0.925 
230 1,075 1,056 | 1,037 | 1,018 0,999 0,980 0,963 | 0,946 | 0,929 
232 1,079 | 1,060 1,041 | 1,022 1,003 | 0,984 0,967 | 0.950 | 0,981 
234 1,083 | 1,064 1,045 | 1,026 1,007 0,988 0,971 | 0,954 | 0,935 | 
236 1,088 | 1,068 1,049 | 1,030 1,011 | 0,992 | 9,975 | 0,957 | 0,939 | 
238 1,092 | 1,072 1,053 | 1,084 1,015 | 0,996 0,979 | 0,961 0,943 | 
240 1,096 | 1,076 1,057 | 1,088 1,019 | 1,000 | 0,982 | 0,965 0,947 
242 1,109 | 1,980 | 1,061 | 1,042 1,023 1,004 0,986 | 0,969 0.950 
244 | 1,104 | 1,084 | 1,965 | 1,046 | 1027 1,008 0.990 | 0.973 0,954 | 
246 1,109 | 1,089 1,069 1,050, 1,031 | 1,012 0,994 | 0,977 | 0,958 ( 
248 1,113 | 1,093 1,073 1,054 1,985 | 1,016 | 0,998 | 0,980 | 0,962 
250 1,117 1,097 1,077 | 1,058 | 1.088 | 0,019 | 1,001 | 0,984 | 0,966 ( 
252 1121 | 1,101 | 1,081 1,062 1,042 1,023 1,005 | 0,988 0,970 ( 
254 1,125 1,105 | 1,085 1,966 1,046 | 1,027 1,009 | 0,992 0,973 ( 
256 1,129 1,109 | 1,089 1,070 | 1,050 | 1,030 | 1,013 | 0,996 0,977 ( 
258 1,183 1,118 | 1,093 | 1,074 1,054 | 1,084 | 1,017 | 1,000 | 0,981 ( 
260 1,137 | 1,117 | 1,097 | 1,077 | 1,057 | 1,088 | 1,020 | 1,003 | 0,985 ( 
262 1,141 1,121 | 1,101 | 1,081 | 1,061 | 1,042 | 1,024 | 1,007 0,989 ( 
264 1,145 1,125 | 1,105 1,085 | 1,065 1,046 | 1,028 | 1,011 | 0,992 ( 
266 1,149 1,129 | 1,109 1,089 | 1,069 1,049 1,032 | 1,014 | 0,996 0 
268 1,153 1,183 | 1,113 | 1,093 1,073 | 1,053 | 1,036 | 1,018 | 1,000 0 
270 1,157 | 1,187 | 1417 1,097 | 1,077 | 1,057 | 1,039 | 1,021 | 1,003 0 
272 1,161 | 1,141 | 1,121 1,101 | 1,081 | 1,061 | 1,043 | 1,025 | 1,007 0 
274 1,165 1,145 | 1125 1,105 | 1,085 . 1,065 | 1,047 | 1,029 | 1,011 0 
276 | 1.169 | 1149 | 1129 | 1109 | 11089 1.069 | 1.051 | 11038 | 1/015 0 
278 | «1,173 1,158 | 1,183 | 1,113 | 1,093 | 1,073 | 1,055 | 1,087 1,019 1 
280 1,177 | 1,157 | 1,187 1,117 | 1,097 | 1,077 | 1,058 | 1,040 | 1,022 | 1 
282 1,181 | 1,161 | 1,141 1,121 | 1,101 | 1,081 | 1,062 | 1,044 | 1,026 | 1 
284 1,185 | 1,165 | 1,145 | 1,125 | 1,105 | 1,085 | 1,066 | 1,048 | 1,030 | 1 
286 1,189 1,169 | 1,149 | 1,129 | 1,108 | 1,088 | 1,069 | 1,051 | 1,083 is 
288 1,193 | 1,178 | 1,153 | 1,183 | 1,112 | 1,092 | 1,073 | 1,055 | 1,037 | 4, 
290 1,197 | 1,177 | 1,156 | 1,186 | 1,115 | 1,095 | 1,076 | 1,058 | 1,040 ik 
292 1,201 1,181 | 1,160 1,140 | 1,119 | 1,099 | 1,080 1,062 1,044 g° 
294 1,205 1,185 | 1,164 1,143 | 1,123 | 1,103 | 1,084 1,066 | 1,047 | 1, 
296 1,209 1,189 | 1,168 1,147 | 1,126 | 1,106 | 1,087 1,069 | 1,051 1, 
298 1,213 1,198 | 1,172 | 1,151 | 1,180 | 1,110 | 1,091 1,073 | 1,054 | 1, 
300 1,217 1,196 | 1,175 | 1,154 | 1,183 | 1,118 | 1,094 1,076 | 1,057 1, 
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A. 

Wert der Apparatkonstante bei Faktor fiir | Aus d. gefillten 

die Lutt. | Reaktionsgefa6 zu 

druck- entfernendes Hg 

24° 25° 26° 27° 280 290 30° korrektion g 

0,855 0,839 0,825 0,811 0,797 0,783 | 0,769 57,6 
0,859 0,843 0,829 0,815 0,801 0,787 0,773 57,8 
0,863 0,846 0,833 6,819 0,805 0,790 0,776 0.0005 57,9 
0,867 0,850 | 0,886 0,822 0,808 0,794 0,780 — 58,0 
0,871 0,854 0,840 0,826 0,812 0,798 0,784 58,1 
0,874 0,858 0,843 | 0,829 0,815 0,801 0,787 58.2 
0,878 0,862 0,847 0,833 0,819 0,805 0,791 58.4 
0,882 0,866 0,851 0,837 0,823 0,809 0,794 58,5 
0,886 0,869 0,855 0,840 0,826 0,812 | 0,798 0,0006 58,6 
0,890 0,873 0,858 0,844 0,839 0,816 0,801 58,7 
0,893 0,877 0,862 0,848 0,833 0,819 0,805 58,8 
0,897 0,881 0,866 0,851 0,837 0,823 0,808 58,9 
0,901 0,884 0,870 0,855 0,840 0,826 0811 . 59,0 
0,905 0,888 0,873 0,858 0,844 0,830 0,815 0,0006 59,2 
0,909 0,892 0,877 0,862 0,847 0,833 0,818 59.3 
0,912 0,895 0,880 0,865 0,850 0,836 0,822 59,4 
0,916 0,899 0,884 0,869 0,854 0,840 0,826 59,5 
0,920 0,902 0,888 0,873 | 0,858 0,844 0,829 59,6 
0,923 0,906 0,891 0,876 0,861 0,847 0,833 0,0006 59,7 
0,927 0,909 0,895 0,880 0,865 0,851 0,836 59,8 
0,930 0,913 0,898 0,883 0,868 0,854 0,840 59,9 
0,934 0,917 0,902 0,887 0,872 | 0,858 | 0,843 60,0 
0,938 0,920 0,906 0,891 0,876 0,862 0,847 60,1 
0,942 0,924 0,910 0,895 0,879 0,865 0,850 0,0006 60,2 
0,946 0,928 0,913 0,898 0,883 0,869 0,854 60,3 
0,949 0,932 0,917 0,902 0,887 0,872 0,857 60,4 
0,953 0,936 0,921 0,906 0,890 0,876 0,860 60,5 
0,957 0,939 0,924 0,910 0,894 0,879 0,864 60.6 
0,961 0,943 0,928 0,913 0,897 0,882 0,867 0,0007 60,7 
0,965 0,947 0,932 0,917 0,901 0,886 0,871 60,8 
0,968 0,951 0,935 0,920 0,904 0,889 0,874 60,9 
0,972 0,955 0,939 0,924 0,908 | 0,893 0,877 61,0 
0,975 0,958 | 0,942 0,927 0,911 0,896 | 0,880 61,1 
0,979 0,962 0,946 0,931 0,915 | 0,900 0,883 0,0007 61.2 
0,982 0,965 0,949 0,934 0,918 | 0,903 0,887 61,3 
0,985 0,968 0,952 0,937 0,921 0,906 0,891 61,4 
| 0,989 0,972 0,956 0,941 0,925 0,910 0,895 61,5 
| 0,993 0,975 | 0,960 0,944 0,928 0,913 | 0,898 61,6 
| 0,996 0,979 0,963 0,947 0,932 | 0,917 0,902 0,0007 61,7 
| 1,000 0,982 0,967 0,951 0,935 | 0,920 | 0,905 61,8 
| 1,004 | 0,986 | 0,970 0,954 0,988 | 0,923 0,908 61.9 
| 1,008 0,990 | 0,974 0,958 | 0,942 0,927 0911 62,0 
| 1,012 0,993 0,978 0,962 0,946 | 0,930 0,915 62,1 
| 1,015 0,997 | 0,981 0,965 0,949 0,934 0,918 0,0007 62,2 
| 1,019 1,000 | 0,985 0,969 0,953 0,937 | 0,921 62,3 
1,022 1,004 | 0,988 0,972 | 0,956 | 0,940 0,924 62,4 
| 1,026 1,008 | 0,992 0,976 0,960 | 0,944 | 0,928 62,5 
| 1,029 1,011 | 0,995 0,979 0,963 0,947 0,931 62.6 
1,082 =-:1,015 | 0,999 | 0.988 | 0,967 0,951 0.935 | 0,0007 62,7 
1,036 1,018 1,002 0,986 0,970 | 0,954 0,988 62,8 
1,039 1,021 1,005 0,989 09738 0,957 0,941 62,9 
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Die Erfahrung zeigt aber, daB bei Zusatz der Saéure entweder tiberhaupt 
keine Blasen auftreten oder héchstens an den Wanden eine geringe Zahl 
kleinster Blischen erscheint, wodurch aber das Resultat nicht merklich 
beeinfluBt wird. Auch aus der Tabelle auf 8. 118 geht hervor, daB die mit 
dem hier beschriebenen Apparat erhaltenen Werte gleichmaBig um die 
mit dem van Slykeschen gewonnenen schwanken; Schwankungen nach 
unten sind nicht wesentlich bevorzugt. Ob diese Tatsache auf der unvoll- 
kommenen Vermischung von Plasma und Saéure beim Unterschichten beruht, 
oder ob in der Tat eine Ubersattigung vorliegt, kann ich nicht mit Sicherheit 
angeben. Doch scheint es auf Grund dieser Erfahrung zulassig, die Saure, 
wie beschrieben, bei offenem ReaktionsgefaB zuzufiigen, ohne die Aus- 
fiihrung des Versuchs mit einer vorangehenden Entgasung von Wasser 
und Saéure (etwa durch Aufkochen) und die Berechnung mit der hierdurch 
bedingten Korrektur zu komplizieren. 


5. Bei der Sdttigung des Gasraums im ReaktionsgefaB mit Wasserdampf 
tritt in demselben eine kleine Druckerhéhung ein; der hieraus stammende 
Fehler ist praktisch zwar kaum von Belang, doch ]aBt er sich leicht in 
Rechnung ziehen, indem man den nach VerschlieBen des Apparats ein- 
tretenden geringen Quecksilberanstieg im Steigrohr zum _ abgelesenen 
Barometerstand hinzuaddiert. 


6. Zur Berechnung der Werte der Alkalireserve (der in Normal- 
Kubikzentimetern ausgedriickten CO,-Menge, welche von 100 ccm Plasma 
im Gleichgewicht mit Exspirationsluft bei 20° in Form von Bicarbonat 
gebunden wird) in Tabelle B wurde von den Werten der gesamten Kohlen- 
séure (erster Stab) der physikalisch geléste Anteil (5,5 x der Bunsensche 
Absorptionskoeffizient fiir die entsprechende Temperatur) subtrahiert und 
beziiglich der Gleichgewichtskonzentration des Bicarbonats mit der Tem- 
peratur nach van Slyke! (Abnahme um 0,36 % pro 1° Temperaturerhéhung) 
korrigiert. 

\ 

Berichtigung. In meiner eingangs zitierten Arbeit ist folgendes richtig- 
zustellen : 

In der letzten Zeile der S. 90, der fiinften Zeile von oben auf 8S. 91, 
der dritten Zeile des Abschnittes C auf S. 92 und der vierten Zeile der 
FuBnote 1 auf 8S. 90 ist fiir w/v richtig zu setzen w/V; in der dritten Zeile 
derselben FuBnote fiir dy/dv richtig du/dV. 


Das dritte Glied der Gleichung (22) auf 8S. 103 ist statt 
= K richtig zu schreiben iiioae I 


76 (1 + at) i+ at 
ebenso in der vorletzten Zeile derselben Seite statt 
a ‘ . a 


1 Journ. of biol. Chem. 30, 289, 1917. 
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Uber Ammoniakbildung 
aus Aminosiuren in iiberlebenden Organen. 


Von 
A. Bornstein und H. F. Roese. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Hamburgischen Universitat. 
Allg. Krankenhaus St. Georg.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1929.) 


Dank der vorziiglichen analytischen Methoden zur Ammoniak- 
bestimmung in den Geweben, die wir in erster Linie Folin und Parnas 
verdanken, sind unsere Kenntnisse tiber den NH,-Stoffwechsel der 
Muskulatur in Ruhe und Arbeit sehr weitgehend geklart worden. 
Sehr viel weniger durchsichtig sind jedogh die Verhaltnisse in den 
anderen Organen. 


Das, was auf diesem Gebiete in den letzten Jahren unternommen ist, 
ist wesentlich beeinfluBt durch die schénen Befunde Embdens iiber die 
Abspaltung von NH, aus der Adenosinphosphorséure im Muskel. So finden 
z. B. Gyérgy und Réthler' im Brei verschiedener Organe (Leber, Niere usw.) 
diesen Embdenschen ProzeB, wahrend sie eine Desaminierung von Amino- 
sduren in den Geweben nicht nachweisen konnten. Sie glauben daher mit 
Wahrscheinlichkeit, die physiologische NH,-Bildung in den Geweben auf 
einen Teilvorgang im Rahmen des Purinstoffwechsels zuriickfiihren zu 
kénnen. Sehr viel praziser sind die neuesten Untersuchungen Embdens 
am Nierenbrei*; er fiihrt nur einen Teil des gebildeten NH, auf Adenosin- 
phosphorséure zuriick, waihrend er die Frage offen laBt, woher der Rest 
stammt. Nun sind die meisten Untersuchungen tiber N H,-Bildung in iso- 
lierten Organen mit Methoden angestellt worden, die einer partiellen An- 
oxybiose gleichzusetzen sind. Wir haben schon friiher nachgewiesen, dab 
in der durchbluteten, reichlich mit O, versorgten Muskulatur der NH,- 
Stoffwechsel anders vor sich geht als bei schlechter O,-Versorgung*, und 
wir werden den gleichen Nachweis in einer anderen Arbeit fiir die durch- 
blutete Leber fiihren. Eine gute O,-Versorgung war aber nur in den nach 


1 Gyérgy und Rothler, diese Zeitschr. 187, 194, 1927; dort auch Literatur, 
2 Embden, Deutsche Physiologische Gesellschaft, Pfingsten 1929. 
® Bornstein und Roese, Pfliigers Arch. 221, 400, 1928. 








“uy 
iy 
4 
Fi 
5 








A] 
] 

a 
q 


Se 


Cs 


128 A. Bornstein u. H. F. Roese: 


der Warburgschen Methode an Gewebsschnitten angestellten Versuchen 
von Meyerhof, Lohmann und Meier! und von Reinwein? gewahrleistet ; 
sie finden denn auch eine NH,-Bildung aus verschiedenen Aminosauren. 
Immerhin ist auch bei Gewebsschnitten ein ausgesprochener Sterbestofi 
wechsel anzunehmen. 


In einem gewissen Gegensatz hierzu stehen die Ansichten der Autoren, 
die am ganzen Tier gearbeitet haben. 


So finden bei der Untersuchung von Venenblut verschiedener Provenienz 
Parnas und Klisiecki* die héchsten Werte im Blute, das aus dem Darm, 
namentlich aus dem Coecum stammt. Der Befund wird von Cholopoj/+ 
an angiostomierten Hunden niichtern und nach Nahrungszufuhr bestatigt. 
Nach diesen Befunden wiirde das im Blute kreisende NH, im wesentlichen 
im Darm gebildet werden, wahrend der Leber die Aufgabe zufallen wiirde, 
das NH, abzufangen und umzuwandeln. 


Die Stellung der Leber wird dadurch etwas schwankend. Wenn ein 
starker N H,-Zustrom vom Darm kommt, die Leber dieses NH, aufnimmt 
und z. B. in Harnstoff umwandelt, so kénnten betrachtliche Mengen N H,, 
die etwa gleichzeitig in der Leber gebildet sind, der Beobachtung entgehen. 
Man miiBte schon annehmen, da8 die Aminosaéuren, die bei der Verdauung 
von Eiwei8 entstehen, gleich im Darm die Hauptmenge des Ammoniaks 
abspalten. Dagegen sprechen wieder die Versuchsergebnisse von Bollmann, 
Mann und Magath®, daB nach Leberexstirpation Aminoséuren nicht mehr 
umgesetzt werden kénnten, also offenbar auch vom Darm nicht. 


Wir haben uns die Aufgabe gestellt, durch Versuche an der iiber- 
lebenden Leber und an anderen Organen die Einzelleistungen eines 
jeden Organs, was NH,-Abspaltung aus Aminosiuren anlangt, ge- 
sondert zu untersuchen. Die Beobachtungen sollten unter reichlicher 
O,-Versorgung, also bei guter Durchblutung vor sich gehen. Wir 
glaubten, dadurch eine Vorarbeit zu leisten, die zum Verstandnis der 
ungleich komplizierteren Vorgainge im Gesamtorganismus notwendig ist. 


Wir benutzten zur Durchblutung die auch sonst in unserem Institut 
iibliche Methode, die von Bornstein und Gremels® genau beschrieben ist. 
Die O,-Versorgung war immer so reichlich und die Durchstrémungs- 
geschwindigkeit wurde gleichzeitig immer so geregelt, daB héchstens ein 
Drittel des im Blute vorhandenen O, vom Organ gebraucht wurde und das 
venése Blut immer noch zu 65 bis 70 % gesaéttigt war, wie besonders Kontroll- 
bestimmungen mit dem Barcroftschen Apparat zeigten. Es wurde immer 
an Hundeorganen gearbeitet. Besonderen Wert legten wir bei dieser Ver- 
suchsreihe darauf, daB sowohl Blut als auch Organe von Tieren stammten, 
die wenigstens 24 Stunden niichtern waren. Wir gingen also sozusagen von 
Werten des Grundstoffwechsels aus. 


1 Meyerhof, Lohmann und Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 

2 Reinwein, Arch. f. klin. Med. 160, 278, 1928. 

8 Parnas und Klisiecki, diese Zeitschr. 178, 224, 1926. 

4 Cholopoff, Pfliigers Arch. 218, 670, 1928. 

5 Bollmann, Mann und Magath, Amer. Journ. of Physiol. 78, 258, 1926. 
® Bornstein und Gremels, Pfliigers Arch. 220, 466, 1928. 
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Zur NH,-Bestimmung verwandten wir die Methode von Parnas und 
Heller?. Wir arbeiteten immer mit Hundeblut, in dem die Eigenbildung 
von NH, aus der ,,Ammoniakmuttersubstanz“‘ des Blutes sehr gering ist, 
so daB fiir Hundeversuche die Einwinde, die neuerdings Gottlieb? gegen die 
Parnassche Methode erhoben hat, jedenfalls gegenstandslos sind. 

Leber. Die Leber wurde im allgemeinen von der Pfortader aus 
durchblutet. In einer Reihe von Versuchen durchstrémten wir auch 
gleichzeitig von Pfortader und A. hepat. aus. Einen Unterschied im 
Verhalten haben wir nicht wahrgenommen. 


Tabelle I. 


Leberdurchblutung. Leber und Blut von Hungertieren. 
Milligrammprozente NH, im Blute. 








Datum Nach Beginn der Durchblutung Gewicht 
1928 || OMin. | 30Min. | 60Min. | 90Min. | 120Min. | 135 Min 8 

29. VI. 0, 30 | 0 25 0,29 0,14 “01 7 _ 226 
3. VIL. 028 | 0, 18 0,22 0,26 0,24 — 280 
9.VII. 0,17 | 0,14 0,10 0,10 0,11 - 205 
6.1%.) O18 | — 0,125 0,13 0,135 0,13 335 


Wir geben zuniachst in Tabelle I das Verhalten einer Anzahl von 
Lebern wieder, die ohne weiteren Zusatz von Aminosiuren beobachtet 
wurden. In ihnen findet man entweder ein Konstantbleiben des Blut- 
ammoniaks oder aber ein Sinken. Icn gleichen Sinne sprechen auch 
die zahlreichen Versuche der Tabelle IT, in denen Lebern 1 > bis 1 Stunde 
ohne Zusatz durchblutet wurden, ehe Aminosaure zugesetzt. wurde. Auch 
in den Vorversuchen dieser Reihe blieb der NH,-Wert konstant, oder 
er sank. Nur einmal (Versuch vom 8. Januar 1929 der Tabelle Il) war 
ein leichter Anstieg, vielleicht noch innerhalb der Fehlerquellen von 
0,15 auf 0,19 mg-°,. Im allgemeinen ist deutlich die Tendenz eines 
Gleichbleibens der Grundwerte dann zu erkennen, wenn die Zahlen 
von Anfang an auf einem niedrigen Niveau liegen, wahrend bei héheren 
Ausgangswerten mehr NH, aus dem Blute verschwindet. Man kann 
im groBen ganzen sagen, daf die Ansicht Cholopoffs -- Verschwinden 
des im Darm gebildeten N H,-Uberschusses in der Leber — durch unsere 
Versuche eine gewisse Stiitze findet. 

An der Leber haben wir die Wirkung der folgenden Aminosauren 
untersucht: Glykokoll, Alanin, Asparagin, Asparaginsiure in Form des 
Na-Salzes, Leucin (s. Tabelle II). 

Was zunichst das Glykokoll anlangt, so findet man in simtlichen 
zwolf Versuchen eine Zunahme, die in allen Fallen weit auBerhalb der 


1 Nahere Angaben bei Bornstein und Keitel, diese Zeitschr. 179, 117, 
1926. 
2 Gottlieb, ebendaselbst 194, 151, 1928. 
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Fehlergrenzen ist. Dabei kénnen die N H,-Werte auf das 50- bis 100fache 
der Ausgangszahlen ansteigen. Beachtenswert ist aber nicht nur die 
Hohe, sondern auch die Schnelligkeit des Anstiegs. In der ersten 
Viertelstunde findet man in zehn von zwélf Versuchen Anstiege auf 
das Doppelte bis Zehnfache des Ausgangswertes. Die Héhe wird nach 
3/, Stunden erreicht und weitere %/, Stunden ungefahr innegehalten. 
Linger sind die Versuche nicht fortgesetzt worden. 

Will man die einzelnen Glykokollversuche untereinander ver- 
gleichen, so ist ein Vergleich sehr wohl méglich, da immer die gleiche 
Menge von 5 g Glykokoll in Anwendung kam. Ferner mu erwihnt 
werden, da8 zur Durchblutung immer etwa die gleiche Blutmenge 
von 1,2 Liter benutzt wurde. Den prozentualen Anderungen ent- 
sprechen also ziemlich genau auch Anderungen der absoluten Zahlen 
mit einer Fehlergrenze von ungefahr 10°,,. Unter diesen Umstiinden 
sollte man annehmen, da8 die gréBten Lebern am meisten N H, bilden 
sollten. Die Erfahrung zeigt aber das Gegenteil. Gerade die kleinsten 
Lebern geben die héchsten NH,-Werte (Tabelle II, Nr. 2, 8, 9). Eine 
strenge Regel ist aber keineswegs zu finden. 

In durchaus gleicher Weise reagiert die Leber auf 5 g Alanin. 
Die Ammoniakbildung geschieht schneller oder langsamer im Verlauf 
der ersten 3, Stunden, ein Maximum halt sich weitere *, Stunden. 
In drei Versuchen, die iiber 2 Stunden ausgedehnt wurden, fand sich 
schlieBlich gegen SchluB ein bedeutender Abfall; hier niherte sich der 
ProzeB also seinem Ende (Nr. 18 bis 20 der Tabelle II). Bei kleineren 
Alaningaben (1,2 bis 1,6 g) sind die Ausschlage etwas geringer, in einem 
Falle (Nr. 25) fehlt ein Einflu®8 des Alanins itiberhaupt. Ein EinfluB 
der GréBe der Leber ist auch hier nicht vorhanden, gerade kleine Lebern 
geben haufig groBe NH,-Werte, doch ist auch hier keine feste Regel 
vorhanden. Im Durchschnitt sind die Ausschlige nach Alanin etwas 
kleiner als nach Glykokoll. Bedenkt man aber, daB 5 g Alanin gleich 
etwa 6 g Glykokoll sind, was Stickstoffgehalt anlangt, daB wir also 
relativ kleinere Alaninmengen benutzt haben, so l48t sich mit Sicherheit 
ein Unterschied zwischen Reaktion der Leber auf die beiden Amino- 
siuren nicht angeben. Sie stehen sich auch sonst in den meisten 
physiologischen Reaktionen sehr nahe. 


Von den tibrigen untersuchten Aminosauren zeigten sowohl Aspara- 
ginsiure wie Asparagin einen deutlichen Anstieg. Die Anzahl der 
Versuche ist zu klein, um tiber die GréBe der Wirkung im Verhiltnis 
zu Glykokoll und zu Alanin etwas anszusagen. 

Auffallend sind die Befunde mit Leucin. Es findet sich in beiden 
Versuchen nicht die geringste Anderung des NH. Die benutzten 5 g 
Leucin waren, was N-Gehalt anlangt, mit etwa 3,5 g Alanin vergleichbar. 
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Nach 3,5 g Alanin ware aber mit ziemlicher Sicherheit eine starke 
NH,-Bildung zu erwarten gewesen. 

Extremitadt. In friiheren Mitteilungen war von uns darauf hin- 
gewiesen worden, da8 im Blute der ruhenden, durchstrémten Extremitat 
der NH,-Gehalt eine Tendenz zur Abnahme zeigt. Wir kénnen diesen 
Befund auch weiterhin bestitigen. In 18 Versuchen nahm im Ruhe- 
versuch ohne Zusatz NH, elfmal ab, blieb fiinfmal unverindert und 
zeigte nur zweimal einen leichten Anstieg. 

Mit Glykokollizusatz wurden zehn Versuche angestellt (s. Tabelle IIT). 
Achtmal trat innerhalb der Fehlergrenzen keine Anderung ein, einmal 
eine kleine Senkung, ein zweites Mal ein kleiner Anstieg. Der letztere 
ist aber in keiner Weise mit den gewaltigen Erhéhungen zu vergleichen, 
die wir an der Leber zu sehen gewohnt sind. Eine Bildung von NH, 
nach Glykokoll hat sich also an der Extremitait im Gegensatz zu der 
Leber nicht nachweisen lassen. ; 

Mit Alanin haben wir neun Extremitaten durchblutet. Die Deutung 
dieser Versuche ist schwieriger als die der entsprechenden Zahlen nach 
Glykokoll. In sechs Versuchen sind geringe Schwankungen nach oben 
und nach unten, wohl im Bereich der Fehlergrenzen. Dreimal aber 
findet sich ein deutlicher Anstieg, der auf den ersten Blick tiberzeugend 
erscheint. Sehen wir aber die Zahlen naher an, so erkennen wir, da8 unter 
diesen drei Versuchen gerade die zwei oben schon erwahnten sich be- 
finden, bei denen bereits vor Alaninzusatz ein Steigen des N H, beobachtet 
war. Diese Tendenz (vielleicht bedingt durch bakterielle Verunreinigung 
des Blutes ?) machte sich auch im weiteren Verlauf des Versuchs geltend. 
Im ganzen miissen wir daher auch eine Bildung von NH, aus Alanin 
zunachst ablehnen. 

Lunge. Die Lunge wurde durchblutet, indem eine Kaniile vom 
rechten Ventrikel aus in die A. pulmonal. eingefiihrt wurde. Das linke 
Herzohr wurde abgeschnitten, so daB vom linken Vorhof aus das Blut 
in ein untergestelltes SammelgefaB floB?. 


Tabelle IV. 


Lungendurchblutung. Lunge und Blut von Hungertieren. 
Milligrammprozente N H,. 








Datum | Nach Beginn der Durchblutung 

1929 || 0 Min. | 30Min. | 60Min. | 90Min. | 120Min. | 150 Min. | 180 Min. 
5. VI. 0,205 | 0,235 0,240 0,265 | 0,290 0,320 — 
7,¥i 0,105 0,085 — — | 0,085 0,120 — 
1h. VL. 0,220 6,180 0,125 — | 0,115 0,125 0,115 


1 Betreffs der Einzelheiten siehe Bornstein und Miiller, Zeitschr. 
f. exper. Med. 1929, 
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Bei den in Tabelle IV wiedergegebenen Kontrollversuchen findet 
sich zweimal ein konstantes Niveau des NH, wahrend 2 bzw. 3 Stunden 
Ein drittes Mal sahen wir vom Anfang an eine kontinuierliche Zunahme 
In den Protokollen findet sich die Bemerkung, daB diese letztgenannte 
Lunge mit frischem Blute, die beiden anderen mit 24 Stunden altem 
Blut durchstrémt war. Es ist nicht unméglich, daB in diesem Falle das 
gebildete NH, aus der Ammoniakmuttersubstanz des Blutes stammt 
Jedenfalls kénnen wir nach diesen Kontrollen nur soleche Versuche als 
beweisend fiir eine N H,-Bildung aus Aminosiauren ansehen, bei denen 
gleich in der ersten halben Stunde nach Zusatz ein deutlicher Sprung 
eintrat. 

Tabelle V. 


Versuche itiber die Desaminierungsfahigkeit der isolierten, kiinstlich durch- 
strémten Lunge. 








0 as! ol, N ° 

Detem | "Ole eae peg? ge 

1928 30 Min. | 1 Min. 30 Min. | 60 Min. 90 Min. 1120 Min 
16. X. | 0,18 | 0,17 2g Glykokoll 0,20 — — - 
18. X. | 0,21 0,22 Rec. « 0,31 0,28 | 035 — 
25. X. 0,15 | 0,16 oo 0,25 | 0,25 | 032 > — 
13. XII 0,27 = 0,26 lg ms 0.27 0,26 0,26 - 
20. X11 017 0,17 Ol¢ s 0,24 0,26 0,26 — 
29. XII 015 0,16 08¢ , 0,19 0,22 0,26 — 
19. X. | 016 | 0,16 3g Alanin 016 O16 O17 0,24 
26. X. 0,14 0,16 Ae , 0,19 0.21 | 024 033 


Wir verfiigen iiber sechs Versuche mit Glykokoll (s. Tabelle V) 
In einem Falle andert sich das N H, nicht, in den tibrigen steigt es deut- 
lich an, und zwar ist jedesmal nach Zusatz ein gréBerer Sprung, der sich 
deutlich abhebt von den geringen Schwankungen des Vorversuches 
Die beobachtete Desaminierung ist also recht deutlich; vergleicht 
man sie allerdings mit der Leistung der Leber, so ist sie von ganz anderer 
GréBenordnung und unvergleichlich geringer. 

In den beiden Alaninversuchen ist das eine Mal sicher kein Anstieg. 
Im anderen ist ein kontinuierliches Ansteigen, das schon in der Vorperiode 
einsetzt. Die Versuche miissen in ihren Resultaten als fraglich gewertet 
werden. 

Noch sei erwahnt, daB an zwei Herz-Lungenpraparaten ebenfalls 
nach Glykokoll eine Erhéhung des NH, gefunden wurde, das eine 
Mal von 0,17 auf 0,34 mg-°,, das andere Mal von 0,16 auf 0,24 mg-".. 
Falls das Herz also NH, in ahnlicher Weise zum Verschwinden bringen 
sollte, wie der Skelettmuskel, so kann diese Eigenschaft nicht sehr 
ausgepragt sein. 

Niere. Einige Versuche am Starlingschen Nierenpraparat scheinen ‘ 
eine Desaminierung zu ergeben. Ihre Zahl ist zu gering, und die Ver- 
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haltnisse sind besonders deswegen kompliziert, weil anscheinend die Niere 
auch ohne Aminosaurezusatz eine betriachtlichere NH,-Bildung zeigt 
als andere Organe. Wir méchten daher die Beurteilung dieser Frage 
auf spiter verschieben. 

Besprechung. 

Aus unseren Versuchen geht hervor, da$ die von uns untersuchten 
Organe — Leber, Lunge, Extremitaét — kein N H, bilden, wenn sie unter 
den Bedingungen des Grundstoffwechsels sind, d.h. wenn sie von 
Hungertieren gewonnen und vom Blute niichterner Tiere durchstrémt 
werden, und wenn die Durchblutung geniigend gro ist, um die O,-Ver- 
sorgung zu gewahrleisten. Im Gegenteil findet man sehr haufig, nament- 
lich, wenn urspriinglich der NH,-Gehalt des Blutes hoch ist, einen 
leichten Abfall. Sobald aber Aminosiéuren, insbesondere Glykokoll, 
dem Organ als Nahrung angeboten werden, andert sich das Bild, und 
die verschiedenen Organe verhalten sich verschieden. Wihrend niimlich 
an der Extremitaét auch nach Glykokollzusatz das Blut = NH, gleich 
bleibt, finden wir an Leber und Lunge eine Zunahme, die an der Leber 
sehr groB ist und das 100fache des Normalwertes betragen kann, die 
aber an der Lunge gerade deutlich wahrnehmbar ist. 

Mit dieser Feststellung werden zunichst die Theorien hinfillig, 
die annehmen, da NH, nur als ein Produkt des Nucleinstoffwechsels 
gebildet werden kann. Im Gegenteil miissen wir die N H,-Bildung auf 
Desaminierung der dargebotenen Aminosiuren zuriickiiihren, und so 
erkennen wir schon an den einzelnen Organen das Hauptgesetz des 
Eiweiiistoffwechsels, daB namlich der Organismus im Hungerzustande 
sehr sparsam mit seinen Aminosaéuren umgeht, dagegen bei reichlichem 
Angebot sie in grobem Umfange und sehr schnell zerstért. Wie schnell 
diese Zerstérung vor sich gehen kann, zeigen die Versuche, in denen 
schon wenige Minuten nach Glykokollzusatz der ProzeB einen Umfang 
angenommen hat, der das gebildete NH, im Durchstrémungsblut nach- 
zuweisen gestattet. : 

Die Versuche zeigen ferner, daB in der Tat die Leber, wie Parnas 
und Klisiecki, sowie Cholopoff annehmen, NH, (z. B. aus dem Darm) 
abfangen und weiter verarbeiten kann. Sie zeigen aber dariiber hinaus, 
daB die Leber selbst im Stadium der Eiweifverarbeitung betrachtliche 
Mengen NH, zu bilden vermag. Aber auch andere Organe, wie die 
Lunge, sind dazu, allerdings in beschrinktem Umfange, imstande. 
Ob die NH,-Bildung in der Leber gro8 oder klein im Verhaltnis zum 
gleichen Vorgang im Darm ist, 1aBt sich schwer sagen, weil uns eine 
Methode zur Arbeit am tiberlebenden durchbluteten Darm bisher nicht 
zur Verfiigung steht. 

Die Unfahigkeit der Extremitat, aus Glykokoll Ammoniak zu bilden, 
ist sehr auffallend. Wir méchten trotzdem nicht mit absoluter Sicher- 
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heit jede Fahigkeit der Desaminierung der Muskulatur absprechen. 
Wir hatten friiher gefunden, da8 die Extremitat imstande ist, eine 
gewisse Menge N H, in sich aufzunehmen. Wir kénnen daher mit Sicher- 
heit nur behaupten, daB die NH,-Bildung aus Glykokoll kleiner ist als 
die Fahigkeit, etwa gebildetes Ammoniak aufzunehmen und fiir andere 
Zwecke, etwa fiir Aufbau von Adenylsiure, zu verwenden. Uber diese 
Frage sind Beobachtungen im Gange. 

Leider haben wir mit Leucin nur wenig Versuche angestellt. Sie 
zeigen mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit, daB nicht alle Amino- 
siuren in so energischer We’se von der Leber desaminiert werden wie 
Glykokoll, Alanin und Asparagin. Es ware méglich, daB in diesen Fallen 
gerade ein besonderer Bedarf der Leber an Leucin vorhanden war, so 
da die Aminosdure gespart wurde; etwas Sicheres ]aéBt sich dariiber 
jedoch vorlaufig nicht aussagen. 

In der Tatsache, daB kleine Lebern nicht nur relativ, sondern 
auch absolut die héchsten N H,- Werte geben, scheint zunichst ein gewisses 
Paradoxon zu liegen. Man mu8 sich aber vergegenwirtigen, da8 das 
gebildete NH, sehr schnell in Harnstoff weiter verwandelt wird und 
wir im Grunde nur die Differenz zwischen NH,-Bildung und Weiter- 
verwandlung in Harnstoff messen. Es braucht also die kleinere Leber 
nur bei der Harnstoffbildung etwas friiher an die Grenze ihrer Leistungs- 
fahigkeit angelangt zu sein, und die Tatsache der scheinbar gréBeren 
NH,-Bildung wire zwanglos erklart. 


Zusammenfassung. 


1. Uberlebende Organe von Hunden, wie Leber, Lunge, Extremitat, 
wurden niichtern entnommen und mit Blut durchstrémt, das ebenfalls 
Hungerhunden entnommen war. Bei solchen Niichtern-Durchblutungen 
andert sich der NH,-Gehalt des Durchstrémungsblutes nicht oder zeigt 
eine Tendenz zum Sinken. 

2. Fiigt man dem Durchstrémungsblut Glykokoll hinzu, so andert 
sich der NH,-Gehalt des Blutes einer Extremitat nicht. Beim Leber- 
versuch steigt das NH, auf das Vielfache des Grundwertes an. Ein 
ihnlicher, aber sehr viel geringerer Ausschlag findet sich bei der Lunge 

3. Von den iibrigen untersuchten Aminosauren verhalt sich Alanin 
und Asparagin ahnlich. Leucin scheint von der Leber weniger gut 
desaminiert zu werden. 

4. Genau wie das ganze Tier geht auch die isolierte Leber im Hunger- 
zustande sehr sparsam mit ihren Aminoséiuren um, bei reichlichem An- 
gebot jedoch zerstért sie sie sehr schnell und in groBbem Umfange. 
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Die Zersetzung von Eiwei6 und Aminosiuren der Nahrung, 
gemessen am Ammoniak des Blutes. 


Von 


A. Bornstein. 


[Aus dem Pharmakologischen Institut der Hamburgischen Universitat 
(Krankenhaus St. Georg).] 3 


(Eingegangen am 24. Juni 1929.) 


Wenn Eiwei8 mit der Nahrung zugefiihrt wird, so entwickeln sich 
sehr schnell Veranderungen des Stoffwechels, die auf eine Reaktion 
des Kérpers mit der Nahrung hindeuten. Nicht nur Erscheinungen 
der Reaktion des Intestinaltrakts, sondern auch des Gesamtstoff- 
wechsles sind bekannt. Man hat die Erhéhung des respiratorischen 
Stoffwechsels nach Nahrungszufuhr friiher als Verdauungsarbeit ge- 
deutet. Seit Rubner aber ist man ziemlich allgemein der Ansicht, daB 
der Anteil der Verdauungsarbeit recht gering ist und da Prozesse 
jenseits der Darmwand diese ,,spezifisch-dynamische Wirkung* be- 
dingen. Man hat diese Prozesse haufig mit der Zersetzung des Eiweibes 
identifiziert und folgerichtig sogar die spezifisch-dynamische Wirkung 
nicht auf zugefiihrtes, sondern auf zersetztes EiweiB berechnet. Die 
groBte Unsicherheit bei dieser und bei ahnlichen Uberlegungen besteht 
allerdings darin, daB wir uns durchaus noch im unklaren dariiber 
befinden, in welchem Zeitpunkt nach der Nahrungszufuhr die Zer- 
setzung des zugefiihrten EiweiBes beginnt. Insbesondere gibt die N-Aus- 
scheidung im Urin keinen sicheren Anhalt dafiir, da anscheinend hiufig 
die Ausscheidung des gebildeten Harnstoffs mehrere Stunden nach 
seiner Entstehung erfolgt. 

Besonders beweisend scheinen in dieser Beziehung die Versuche Lusks 
za sein. Er gab Phlorrhizinhunden Glykokoll und fand schon ganz kurze 
Zeit darauf eine vermehrte Zuckerausscheidung im Urin, die er auf Des- 
aminierung des Glykokolls und Bildung von Zucker aus dem N-freien 
Rest zuriickfiihrte. Die dabei frei werdende N-Menge erschien aber im 
Urin erst mehrere Stunden spater als dieser Extrazucker. Die spezifisch- 
dynamische Wirkung verlief synchron dem Extrazucker und erreichte ihr 
Maximum in 2 Stunden, wahrend die Ausscheidung des Urin-N erst nach 
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etwa 5 Stunden auf der Héhe war. Ebenso verhielt sich Alanin. Man mul; 
dabei bemerken, daB ein zwingender Beweis fiir die Entstehung des Extra 
zuckers aus Glykokoll nicht erbracht ist; man kénnte ihn sich auch aus de: 
Leber ausgeschiittet und aus Glykogen oder EiweiB unter einer Reizwirkung 
des Glykokolls entstanden denken. Immerhin hat die Anschauung Lusks 
viel Wahrscheinlichkeit fiir sich. Noch weniger ist es allerdings gestattet, 
vom Verhalten der beiden zuckerbildenden Aminoséuren auf das des ganzen 
EiweiBmolekiils zu schlieBen. Man hat sich so beholfen, da8 man die Zeiten 
der gr6Bten N-Ausfuhr im Harn nach solchen Eiwei8kérpern mit den ent- 
sprechenden Zeiten nach Glykokoll und Alanin verglich; es lassen sich 
aber viele Méglichkeiten vorstellen, die solehe Wahrscheinlichkeitsschliisse 
voéllig illusorisch machen, wie aus den folgenden Versuchen hervorgeht. 

Wir haben versucht, das Problem von einer neuen Seite anzufassen. 
In Beobachtungen gemeinsam mit Herrn Dr. Roese war aufgefallen, 
daB von gewissen tiberlebenden Organen manche Aminosduren sehr 
schnell desaminiert werden, wobei der N H,-Gehalt des Durchstrémungs- 
blutes in wenigen Minuten betrachtlich ansteigen kann. Der NH,- 
Gehalt des Blutes erwies sich also ein sehr fein reagierender Indikator der 
Aminosaurezersetzung. Die Frage lag nahe, ob auch im ganzen Tier in 
ahnlicher Schnelligkeit das Blut-N H, nach Aminosaurenzufuhr ansteigt 
und wie die analogen Verhaltnisse nach EiweiBnahrung liegen. 

Es kamen Hunde zur Beobachtung, die wenigstens 24 Stunden nichts 
zu fressen bekommen hatten. Hunde sind besonders geeignet, weil der N H,- 
Gehalt des Hundeblutes sich nach der Entnahme nur sehr langsam andert. 
Zur Blutentnahme wurde den Tieren unter Chlorithylvereisung eine Kaniile 
in eine Carotis gebunden. Das Blut wurde iiber Lithiumoxalat aufgefangen 
und sofort eine NH,-Bestimmung vorgenommen. Es wurde dazu das aus- 
gezeichnete Verfahren von Parnas verwandt mit den geringfiigigen Modi- 
fikationen, wie sie von Bornstein und Keitel! angegeben worden sind. Sehr 
haufig wurde auch Rest-N und Aminoséure nach Folin und Blutzucker 
nach Hagedorn bestimmt. Bei der Ausfiihrung der Analysen wurde ich durch 
Fraulein Hildegard Miiller unterstiitzt. 

Es bestand urspriinglich die Absicht, die Wirkung von Fleischnahrung 
za untersuchen. Bald jedoch zeigte sich, da®B auch Versuche mit reinen 
Aminosduren nétig waren. Sie wurden zunachst per os gegeben. Die Ver- 
haltnisse schienen aber am Ende durchsichtiger, wenn die Aminoséuren 
intravenés injiziert wurden. 

Intravenése Glykokollinjektion. Vier Versuche wurden angestellt 
(s. Tabelle I); im ersten wurde 1 g Glykokoll pro Kilogramm in physio- 
logischer NaCl-Lésung in die Jugularis injiziert. Die Injektion wurde 
ziemlich langsam im Laufe einer Viertelstunde durchgefiihrt, da sich 
Pulsierregularitaten einstellten. Etwa eine Viertelstunde nach Beendigung 
der Injektion setzten mittelstarke Krampfe ein, die etwa 3/, Stunden 
anhielten und dann voriibergingen. Bei zwei weiteren Versuchen mit 
der gleichen Dosis wurden Krampfe, namentlich der Kopfmuskulatur, 








1 Bornstein und Keitel, diese Zeitschr. 179, 117, 1926. 
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Tabelle I. 
Ges or ‘ 
Nr wicht Zeit NH; Rest«N peer Harnstoft Bluts Bemerkungen 
Nai kg mg®/p mg*?') | mge/o mg??/ 5 sucker 
1 | 18,4 | 1122" | 0,0475 | 24,0 | 6,28 | 17,72 | 0,109 | 1h4o—11h55, 
11 56 | 1,0275 | 72,0 0.100 || 13.48 Glykoko 
12 12 | 1.7275 | 52.8 a”. 
12 44 | 1,6475 | 51,2 0,100 
116 | 0,7675 | 528 21,38 | 30,42 | 0,112 
216 | 04275 | 528 | 16,36 36,44 | 0,094 
2 92/1008 | 0,0350 | 23.0 7,00 |} 16,00 | 0,111 || 11h05'—11h10’ 
11 11 | 0,4250 0218 | fas 
11 35 | 1,4150 | 85,0 0,096 
12 02 | 0,9750 | 47,0 0,106 
12 25 | 0.7350 | 48,0 | 21,46 | 26,54 | 0,117 
1 00 | 0,0600 | 47,0 | 16,36 | 30,64 | 0,112 
2 00 | 0,0650 | 39,0 | 11,98 | 27,02 0,110 
3 98 1013 | 0.0400 | 16,7 0,087 || 10h37’—10h45’ 
10 48 | 0,7150 | 74,9 0,098 || 288 Glykokoll 
11 03 | 14950 45,7 0,115 
1118 | 5.0950 36,5 0,119 
11 35 | 2,3350 0,126 
11 50 | 1,0950 34,4 0,162 
12 25 | 04650 30,4 0,117 
125 | 0.2159 25,3 0,091 
225 | 0,100 25,3 | 0,107 
3 25 | 0,0609 33,4 0,086 
4) 78/1014 | 00750 338 7,72 2608 | 0,116 | 1027'—~10n39 
10 46 | 0,7800 38,4 | 17,28 20,12 | 0,104 | 32¢ Glykokoll 
11 03 | 01800 396 862 30,98 | 0,101 
11 36 | 0,1300 | 0,108 
12 36 | 0,0800 | 37,2 7,18 30,02 | 0,104 
1 37 | 0,0700 | 0,097 
2 36 | 0,0709 | 0,124 
3 40 | 0,0700 0,117 
4 40 | 0,0750 | 0,113 
5 16,1 | 10 45 | 0,0350 | 220 682 15,18 | 0,106 | 9h45'—9n50’ 
11 92 | 0.1850 | 85,6 0,124 || 1926 Aisnin 
11 17 | 0,1800 | 78,4 0,116 
11 47 | 0,0850 | 0,121 
12 48 | 0,0550 | 48,0 0,118 
148  0,0350 | 0,111 
2 46 | 0,0350 0,114 
6 | 10,0 | 10 10 | 0,0450 26,0 | 6,82 | 19,18 | 0,240 | 10h32’—10h 34’ 
10 40 | 0,1500 | 90,0 | 16,38 | 67,62 | 0,229 2.8 Alanin 
10 55 | 0,4950 | 64,0 | 20,19 | 45,81 | 0,224 
11 11 | 05950 | 56,0 | 17,63 | 38,87 | 0,216 
11 26 | 0,5950 | 
| 11 42 | 03750 48,0 | 15,14 | 82,86 0,216 
] 12 14 | 0,1550 | 49,0 | 12,84 | 36,16 | 0,196 
| 12 43 | 0,1200 | 46,0 | 10,05 | 35,95 | 0,180 
| 141 | 0,0950 | 54,0 | 10,05 | 43,95 | 0,147 
| 2 44 | 0,0850 52,0 | 10,05 | 41,95 | 0,166 
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140 A. Bornstein : 
Tabelle I (Fortsetzung). 
Ges Amino |Harnstoff- 
Nr, | Wicht Zeit NH, | Rest-N | sauresN traktionstN ~. | Bemerkungen 
kg mg/o | mg%o | mg% | mg | 
7 || 12.4 | 12015’ | 0,0750 | 24,0 | 5,74 | 18,26 | 0,096 || 12h33—12h407 
12 50 | 0,1400 | 38,4 | 10,77 | 27,63 | 0,098 | 108 Asparagin 
110 01450 | 32,8} 7,89 | 24,91 | 0,108 | 
144 © 0,0800 | 82,8 | 7,00 | 25,80 | 0,086 | 
245 00,0650 | 29,6 | 6.46 23,14 | 0,091 | 
845 | 0,0725 | 28,8 | 5,92 | 22,88 | 0,080 | 
| 449 | 0,0750 | 27,2 5,92 | 21,28 
8 92) 10 24 | 0,0850 | 25,7 | 8,62 | 17,08 | 0,131 | 10h40’—10n 44 
10 55 0;1650 | 41,5 | 20,45 | 20,05 | 0,146 | 808 Asparagin 
11 10 | 0,1100 | 41,5 | 17,63 28,87 | 0,134 | 
11 40 | 0,0800 | 87,5 | 10,77.) 26,73 | 0,128 | 
12 40 | 0,0500 | 83,7 | 826 25,44 | 0,116 | 
140  0,0350 | 31,6 | 6,28 | 25,82 | 0,108 | 
247 | 0,0459 | 81,6 | 6,28 25,32 | 0,108 | 
344 00,0459 | 24,7 | 6,28 | 18,42 | 0,118 | 
442  0,0450 | 24.7 628) 1842 | 0,111 | 
| | | 
9 10,5 | 9 23 | 0,0050 | | 0,098 || 9h2s" 
9 56 | 0,1400 | | 0,118 | 10.8 Glykokoll 
10 27 | 0,2300 0,112 | 
11 26 | 0,1350 0,106 | 
| 12 26 | 0,0350 0,099 || 
| 1 26 | 0,0050 | 0,099 
| | | | 
10 | 12,5 | 9 84 | 0,0475 | 23,2 | 646 | 16,74 | 0,092 | 935’ 
| 10 06 | @,0825 | 21,6 | 6,82 | 14,78 | 0,097 | 108 Glykokoll 
| 10 36 | 0,0625 | 172) 6,10 | 11,10 | 0,096 
| 11 82 | 0,0575 | 29,6 | 9/38 | 20/97 | 0,085 | 
| 12 88 | 0,0425 | 25,6 | 7,54 | 18,06 | 0,089 
| 1:84 | 0,0425 | 27,2 | 7,89 | 19,31 | 0,105 
11 | 11,4 | 11 26 | 0,0525 | 19,2 | 7,54 | 11,66 | 0,126 | 11h30 
| | 11 57 | 0,0825 | 24,0 | 13,64 | 10,86 | 0,170 | 108 Glykokoll 
| 12 28 | 0,0575 | 20,8 | 10,77 | 10,03 | 0,141 | 
| 127 | 0,0625 | 22.0 | 9,38 | 12,67 | 0,118 | 
| 280 | 0,0500 | 21,6 | 7,18 | 14,42 | 0,118 | 
| | 830 | 0,0525 | 19,2 | 6,46 | 12,74 | 0,100 | 
| | 
12 | 15,2 10 29 | 0,0775 | 344 | 5,92 | 28,48 | 0,134 | 10h30" 
| 10 59 | 0,0825 | 32,0 | 5,92 | 26,08 | 01142 | oh aman 
| 11 30 | 0,0975 | 36,8 6,10 | 30,70 | 0,129 | 
| 12 80 | 0,0625 | 50,4 5,92 | 44,48 | 0,124 
| 1 29 | 0,0475 | 36,0 5,92 | 30,08 0,126 | 
2 30 | 0,0475 | 45,6 | 5,92 39,68 | 
il | | | 
13) 18,4 9 48 | 0,0875 | 23,6 | 6,64 | 16,96 | 0,127 | ob4e’ . 
| 10 14 | 0,1025 | 804 | 8,08 | 22,32 0,186 | 1348 Glykoko 
| 10 45 | 0,1025 | 81,2 | 9,51 | 21,69 | 0,135 | 
| 11 45 | 0,2525 | 81,2 | 11,13 | 20,07 | 0,138 | 
| 12 46 | 0,0975 | 35,2) 8,08 | 27,12 | 0,106. 
| 145 | 0,0775 | 35,2 | 7,86 | 27,84 | 0,104 | 
| 2 44 | 0,0425 | 35,2 | 6,82 | 28,88 | 0,108 | 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








Gee | Aminos |Harnstoff- 
Nr. | Wicht Zeit N Hy Rest-N | SduresN ifraktionsN -_ | Bemerkungen 
ee __|_mtePlo_|_ malo | mgeio | malo 
| 
14 || 10,4 | 1126’ | 0,0175 | 14,8 5,21 9,59 0,118 | 11b30’ 


| 11 58 | 0,0425 | 23,6 | 11,48) 12,12 0,119 | 98 Alenin innerlich 
| 12 28 | 0,0500 | 238 10,65 | 18,75 | 0,107 
1 30 | 0,0875 | 20,0 | 969 1081 | 0,111 
226 | 0,0425 | 204 7,72) 1268 | 0,110 
3 26 | 0.0188 | 192) 556 13,64 | 0,110 


beobachtet. Bei einem vierten Versuch wurde nur die halbe Menge in 
6 Minuten injiziert, ohne da8 es zu Krampferscheinungen kam. 

Die N H,-Werte stiegen in allen Versuchen stark an. Im ersten war 
schon eine Minute nach Beendigung der Injektion der N H,-Gehalt 
héher als irgendwo sonst in der Literatur angegeben, um nach einer 
Viertelstunde den héchsten in diesem Versuch beobachteten Wert von 
1,7 mg-°,, zu erreichen, ahnlich stiegen die Zahlen im zweiten Versuch; 
noch hoher im dritten, bis auf 5 mg-°,. Nach einer weiteren halben Stunde 
sanken sie wieder langsam zur Norm. Der vierte Versuch zeigte einen 
wesentlich geringeren Anstieg; der Unterschied ist teilweise bedingt 
durch die kleinere Dose. Der Gipfel wurde 1 Stunde nach der Injektion 
erreicht, dann sank das NH, schnell und blieb von 2 bis 6 Stunden auf 
der gleichen Héhe, ohne die Niichternwerte ganz zu erreichen. 

Fast ebenso schnell geht die Bildung von Harnstoff vor sich. 
Als Harnstofffraktion ist die Differenz zwischen Rest-N und Amino- 
siure-N bezeichnet. Sie enthalt natiirlich neben Harnstoff noch eine Reihe 
anderer EiweiBabbauprodukte (Purinbasen, Harnsaiure, Kreatinin usw.), 
ihr Hauptbestandteil ist aber Harnstoff. Die Harnstoffbildung setzt 
offenbar schnell schon in der ersten Stunde ein, so daB das Maxi- 
mum im Versuch 2 zwischen erster und zweiter Stunde erreicht ist. 

Der Aminosauregehalt des Blutes sinkt mehr oder weniger schnell. 
Auch der Rest-N sinkt allmahlich. Es kommt dabei sowohl ein AbfluB 
in die Gewebe, wie eine Ausscheidung im Urin in Betracht. 

Intravenése Alanininjektion: In zwei Versuchen wurde 1,2 g Alanin 
(entsprechend dem N-Gehalt von 1,0g Glykokoll) pro Kilogramm 
gegeben. Der Verlauf entspricht durchaus den Glykokollversuchen; der 
ProzeB der Desaminierung setzt ebenso stiirmisch ein und scheint 
ebenso schnell, vielleicht noch schneller, beendet. Auch hier werden 
die héchsten NH,-Werte im Verlauf der ersten halben Stunde erreicht, 
auch hier ist ein zeitlicher Unterschied zwischen NH,- und Harnstoff- 
bildung nicht deutlich zu erkennen; médglicherweise ist vielleicht die 
Bildung von NH, geringer, die von Harnstoff etwas gréBer als bei 
Glykokoll. 
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Intravenése Asparagininjektion: Zwischen Asparagin und den beiden 
vorher untersuchten Aminosiuren besteht ein Unterschied nicht. Dic 
Desaminierung vollzieht sich ebenfalls explosionsartig in der ersten 
halben Stunde, ebenso die Harnstoffbildung. Die zeitliche Koinzidenz 
beider Prozesse ist bei dieser Aminoséure recht deutlich. Im Verlauf 
von 3 Stunden verschwindet die Aminosdiure wieder véllig aus dem 
Blute, wahrend ihre Abbauprodukte noch langer nachweisbar sind. 
Im ganzen ist der Anstieg des NH, etwas geringer als bei Glykokol! 
und Alanin. Ferner verschwindet anscheinend das unverinderte 
Asparagin schneller aus der Blutbahn als Glykokoll. 

Glykokoll und Analin innerlich: Es war von vornherein zu erwarten, 
da bei Gaben per os die Werte nicht so regelmaBig sein wiirden, wie 
bei intravenéser Verabfolgung. Die Aminoséuren werden im Diinndarm 
resorbiert, und es treten demnach mehrere neue, mehr oder weniger 
schwankende biologische Faktoren hinzu, namlich erstens die Schnellig- 
keit und Vollstandigkeit, mit der die Aminosaiurelésung vom Magen in 
den Darm entleert wird, zweitens die Geschwindigkeit der Resorption 
im Darm. Drittens ist der Umstand von Wichtigkeit, ob von Anfang 
an mehr oder weniger von der Aminosiure in der Leber abgefangen 
wird. Die beiden ersten Faktoren sind entscheidend fiir den Verlauf 
der NH,-Kurve, aber auch der dritte darf nicht unterschatzt werden, 
weil die Aminosaure infolge der Darmpassage nur langsam zur Leber 
gelangt und dort je nach der augenblicklichen funktionellen Ein- 
stellung des Organs verschiedene Bedingungen der Fixierung oder 
Passage vorfinden kann, wihrend bei der intravenésen Injektion 
die Aminosaure in briisker Weise den Organismus iiberschwemmt und 
die Leber nur langsam dieses plétzliche Angebot zu _ bewaltigen 
fahig ist. 

Tatsachlich finden wir daher sehr wechselnde Verhialtnisse. Nehmen 
wir erst das allen Versuchen Gemeinsame: immer ist ein Anstieg der 
NH,-Werte zu finden. Die GréBe dieses Anstiegs wechselt allerdings 
sehr stark. Sie betragt in einem Versuch 0,02 mg-%,, ist also gerade so 
groB, daB man sie leidlich wahrnehmen kann, in einem anderen 
0,23 mg-%. Zwischen diesen beiden Extremen schwankt sie in den 
tibrigen Versuchen. Nur einmal erreicht sie die Héhe von 0,47 mg-°.,. 
Diesen letzten Versuch méchte ich nicht beriicksichtigen; in ihm war 
wahrend der Praparation der Carotis ein starker Blutverlust eingetreten 
und das Tier starb kurze Zeit nach der letzten Probeentnahme. Die 
héchsten NH,-Werte werden nach 1% bis 2 Stunden, im Mittel nach 
zwei Stunden erreicht, d. h., 4% bis 1 Stunde spater als nach intravendéser 
Gabe. Diese Zeit wiirde durch den Abstand zwischen Verabfolgung 
von Magensonde und Resorption durch den Diinndarm im wesentlichen 
bedingt sein. Es sei erwahnt, daB wir eine ahnliche Resorptionszeit 
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auch fiir Traubenzucker nach der Form der gewéhnlichen Blutzucker- 
kurve annehmen miissen. 

Hangt der Zeitpunkt der gré8ten N H,-Bildung von der Resorption 
der Amincsaure ab, so muB man auch eine entsprechende Kurve der 
Aminosauren im Blute erwarten. In der Tat findet sich das Maximum 
der Aminoséure 1, bis 2 Stunden nach der Fiitterung, fallt also zeitlich 
mit den héchsten NH,-Werten zusammen. 

In einem Versuch (6, 5) stieg die Aminoséure tiberhaupt kaum an. 
Es ist der gleiche Versuch, in dem auch der NH,-Anstieg am geringsten 
war. Dies mag sich so erklaéren, daB viel Aminoséure und Ammoniak von 
den Organen, insbesondere von der Leber zuriickgehalten sein kann. Man 
kénnte an sich auch an eine Resorptionsbehinderung des Glykokolls 
(z. B. durch einen Krampf des Pylorus denken). Dagegen spricht mit 
Sicherheit, da8 die Harnstofffraktion in der zweiten Stunde sehr stark 
zunahm. 

Die Harnstofffraktion steigt immer sehr stark an. Der Anstieg 
ist absolut gréBer als der des N H,, entsprechend dem héheren Normal- 
wert des Blutharnstoffs. Im allgemeinen werden aber die héchsten Werte 
spater erreicht, und der Harnstoff bleibt oft linger auf dieser Hohe, 
so daB er bei einigen Versuchen (z. B. 10,4) sogar fraglich sein kann, 
ob der héchste Wert bei Beendigung des Versuchs schon zur Beobachtung 
gekommen ist. 

Das Maximum der Kurve liegt im Durchschnitt zwischen der 
zweiten und dritten Stunde, wahrend das NH,-Maximum im Durch- 
schnitt nach 1 Stunde erreicht ist. 

Man nimmt bekanntlich an, daB im Organismus zuerst aus den 
Aminosauren durch desaminierende Fermente Ammoniak abgespalten 
und dann durch einen zweiten fermentativen Vorgang N H, zu Harnstoff 
synthetisiert wird. Unter dieser Annahme ist es erklirlich, daB die 
Harnstofffraktion meist erst etwas spaiter zur Hohe ansteigt als das N Hg. 
Dennoch sind unsere Versuche kein zwingender Beweis dafiir, daB dieser 
ProzeB der einzig mégliche ist. Es kénnte z. B. sehr wohl daneben 
noch Harnstoff direkt aus zwei Glykokollmolekiilen gebildet werden. 
Allerdings haben wir auch keine Tatsachen, die fiir die letzte Hypothese 
sprechen wiirden. Lehnen wir sie ab, so wiirde sich folgendes Bild 
ergeben : 

In der zweiten Halfte des Versuchs fallt das NH, zur Norm ab, 
wahrend die Harnstofffraktion sich noch auf der Héhe befindet. Das 
harnstoffbildende Ferment muB also in den spiteren Stunden intensiver 
zur Wirkung und wohl auch zur Entwicklung gekommen sein. Es wire 
das ein Hinweis darauf, daB dies Ferment nicht jederzeit in groBen Mengen 
vorratig ist, sondern immer erst im nétigen Umfang dann gebildet wird, 
wenn Bedarf entsteht. Das ware ein durchaus zweckmibiger Regu- 
lationsvorgang. Es sei darauf hingewiesen, dab auch fiir andere Fer- 
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mente ein ahnlicher Mechanismus bekannt ist. So wird Insulin vom 
Pankreas immer dann in gréBeren Quantititen abgesondert, wenn ein 
Kohlehydratangebot in der Nahrung besteht!; ahnlich wiirden wir uns 
die Sekretion des harnstoffbildenden Fermentes durch den Reiz des 
gebildeten Ammoniaks vorstellen miissen. 


Fleischnahrung. 

Den niichternen Versuchstieren wurde Fleisch in solchen Mengen zu 
fressen gegeben, da8 etwa der 24stiindige Grundumsatz durch das zugefiihrte 
Fleisch gedeckt war. Die Mahlzeit dauerte meist 5 bis 15 Minuten. In 
stiindlichen Abstaénden, manchmal! auch in halbstiidlichen, wurden dann 
die Blutproben entnommen. 

Das Fleisch war von sichtbarem Fett véllig befreit und durch eine 
Fleischmaschine durchgedreht. Es wurde in einer ersten Versuchsreihe 
roh gegeben, in der zweiten gekocht. 

Gaben wir rohes Fleisch (s. Tabelle II), so blieb in den ersten 
Stunden der Wert des Blutammoniaks entweder unverandert (zweimal), 
oder er stieg etwas an (einmal). Charakteristisch ist aber in allen Ver- 
suchen, daS ein deutlicher Anstieg erst nach einer Reihe von Stunden, 
etwa 4 bis 6 Stunden nach der Mahlzeit eintrat. Nach 8 Stunden wurden 
die héchsten Zahlen gefunden, 300 bis 500°, des Niichternwertes 
In dem einen Versuch, in dem noch spatere Zeiten verfolgt wurden, blieb 
das Ammoniak noch mehrere Stunden hoch, und sogar am nachsten 
Morgen war die Norm noch nicht ganz wieder erreicht. 

In diesem letzten Versuch war auch ein Anstieg von Rest-N und 
Aminosauren sehr ausgeprigt, und auch die Harnstofffraktion war nach 
2 Stunden in deutlicher Zunahme. Es machte (im Gegensatz zum 
Verhalten bei Glykokollfiitterung) fast den Eindruck, als ob Harnstoff 
sein Maximum friiher erreichte als Ammoniak; doch méchte ich aus 
diesem einzigen Versuch nicht eine so wichtige Tatsache erschlieBen. 
Es schien gerade im letzten Versuch, als ob unmittelbar im Anschlu} 
an die Fleischfiitterung eine minimale Zunahme des N H, auftrat. Das 
konnte Zufall sein. Es konnte wohl kaum auf der Desaminieruny von 
Teilen des EiweiSmolekiils beruhen, dazu war der Anstieg zu schnell. 
Dagegen kénnte man eine schnellere Desaminierung der N-haltigen 
Extraktivstoffe des Fleisches annehmen. 

Von diesem Standpunkt aus fiitterte ich zweimal Hunde mit aus- 
gekochtem Fleisch. Das Fleisch war fettfrei, es wurde mit der Fleisch- 
miihle fein zerhackt, in einem groBen Topf mit viel Wasser zum Sieden 
erhitzt und etwa eine Stunde gekocht. Das Wasser wurde abgegossen 
und das iibrigbleibende Fleisch dem Hunde verfiittert. Die Resultate 
waren nicht eindeutig. Das eine Mal war von Anfang an ein kleiner, die 


1 Holm, Arch. f. exper. Pathol. 121, 368, 1927. 
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* Tabelle II. 
em Ges | Amino- . 
uns Nr, || Wieht Zeit jp | Renee siuresN ot, —_ Bemerkungen 
des kg mg) | mg“io | mg-/o mg?" /o Tt 
1 | 10,8 953’ | 0,0775 | 9h55’—10h 00" 
10 29 0,0800 | 500 g rohes Fleisch 
11 06 | 0,0925 
11 32 | 0,0825 
L zu 12 00 | 0,0950 
hrte 12 35 © 0,1000 | 
In 1 02 | 0,0950 
ann 203 = 0,0975 
3 03 | 0,1125 
Sta 4 03 | 0,1275 
eihe 2) 26 > 915 | 0,0350 9h 15’—9h 33’ 
10 17 | 0,0262 526 g Fleisch 
11 15 | 0,0350 
ten | 12 19 | 0,0325 | 
al), 1 20 | 0,0525 | 
a. 2 19 | 0,0587 | 
3 18 | 0,1475 | 
len, 4 18 | 0,1100 | 
den 5 18 | 0,1600 | 
tes. 3 7,8 | 907 | 0,085 | 22,0 | 7,18 | 14,82 0,088 | 9h15’'—9h30" 
lieb | | 10 15 | 0,0525 | 24,0 | 8,62 | 15,38 | 0,094 | 53 mageres Fleisch 
ten | 11 16 | 0,0400 | 288 | 9,69 | 19,11 | 0,100 | 
12 17 | 0,0500 | 28,0 | 862) 19,38 | 0,093 | 
| 116 | 0,0625 | 32,8, 8,97 | 23,83 | 0,119 | 
und | 216 | 0,0675 | 85,2 | 10,05 | 25,15 | 0,111 | 
| 816 | 0,0975 | 33,6 | 9,69 | 23,91 | 0,117 | 
ach | 4:00 0.1250 | 33,6 | 9,83 | 23,97 
rum 5 02 § 0,1400 | 29.6 | 897 20,63 
toff 6 02 | 0,1300 | 304 | 897 | 21,43 
7 02 | 0.1800 | 30,4 7,90 | 22,50 | 
aus 801 0,1825 | 29,6 | 7,90 | 21,70 | 
Jen, 900 | 01825 | 26,4 7,18 | 19,22 | 
luB 10 01 | 0,1100 | 24,0 | 6,82 | 17,18 
Das 4 172 952  0,0375 | 336! 7,18 | 2642 | 0,117 | 10h10—10h30" 
Ae 10 36 0,0500 | 33,6 | 7,18 | 26,42 | 0,120 | 5038 Fleisch 
11 10 | 0,0475 | 35,2 | 8,62 26,58 | 0,121 | 
rel. 12 13 | 0,0650 | 41,6 | 897 | 32,63 | 0,112 | 
gen 1 12 0,1025 | 36,8 | 8,78 | 28,02 | 0,111 | 
. = 215 © 01250 | 884] 8,25) 30,15 | 0,109 | 
| 315 | 0.1125 | 384 | 7,89 | 30,51 | 0,110 | 
us- | 415 | 0,1100 | 23,2 | 8,25 | 14,95 | 0,120 | 
ia | 518 | 01000 | 41,6 | 825 | 33,35 | 0,118 | 
617  0,1000| 41,6 | 9,33 | 32,37 | 0,121 | 
den | 720 | 0,0925 | 35,2 | 8,78 | 26,42 | 0,124 
sen | $20 | 0,1050 | 36,8 | 8,08 | 28,72 | 0,123 | 
am | 919 | 00775 | 32,0 | 7,72 | 24,28 | 0,120 | 
“ (10 14 | 0,0750 | 288 | 7,54 | 21,26 | 0,121 | 
ale | | } 
5 14,2 | 10 10 | 0,0400 | 33,1 | 6,46 | 26,64 | 0,086 | 19h25—10n45 
11 05 | 0,0400 27,2 | 6,64 | 20,56 | 0,104 | 39.8 flack 
| 12 03 | 0,0475 | 33,1 | 7,00 | 26,10 | 0,104 | 
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Tabelle II (Fortsetzung). 








“Gee Amsinoe Harnstoff- 
. oN iz + 7 * 
Nr, Wicht | Zeit ~— iia saure-N gauroae a. Bemerkungen 
kg mg") mg/g gen = mglo 


5 | 14,2, 1002’ 0,0875 | 27,7 7,86 20,34 | 0,107 

206 0.0350 | 32.6 7,00 25.60 | 0,101 
07 0.0875 | 81.1 682 | 24.28 | 0,099 
06 0,050) | 26,7 646 | 20,24 | 0,106 
06 | 0.5500 272 646 20.74 0107 
10 | 0.0725 286 646 2214 | 0.109 
10 | 0.0725 | 25:7 646 1924 | 0.109 
10 | 0.0690 247 #£46,82 17.88 0.104 
9 12 0,0425 20.0 6,46 13,54 0,104 
10 O8 0,0500 17,5 6.46 11,04 0,101 


PDrID Ore con 


Fehlerquellen kaum tiberschreitender Anstieg ; das zweite Mal ein ebenso 
groBes Absinken in den ersten Stunden. Der dann folgende Anstieg 
war verschieden; er erreichte in einem Versuch sein Maximum nach 
4 Stunden, im anderen nach 9 Stunden. Es mag das verschiedene Ver- 
halten der Magenmotilitat dabei auch eine gewisse Rolle spielen, wie 
wir es schon bei den Versuchen mit Glykokollfiitterung gesehen haben. 


Besprechung. 


Zweifellos die auffallendste Erscheinung unserer Beobachtungen 
ist die Tatsache, daB® die tntersuchten Aminosiuren (Glykokoll, Alanin, 
Asparaginsiure und Asparagin) schon wenige Minuten, nachdem sie 
ins Blut gelangt sind, Ammoniak abspalten. Schon in der ersten halben 
Stunde nach Injektion der Aminosauren erreicht der NH,-Gehalt des 
Blutes seinen héchsten Wert; etwas spater findet man das Maximum 
der Harnstofffraktion. 

Unmittelbar nach der Desaminierung findet also auch die Bildung 
von Harnstoff statt, und es ist wahrscheinlich, daB der gebildete Harn- 
stoff im wesentlichen dem abgespaltenen NH, entstammt. Mit Sicher- 
heit geht das aus unserem Material aber nicht hervor; weitere Versuche 
zur Klarung dieser Frage sind im Gange. 

Jedenfalls zeigen diese Tatsachen die auBerordentlich schnelle 
Zersetzung der Aminosauren im Organismus. 

Es sei noch darauf hingewiesen, wie schnell die Aminoséuren aus dem 
Blute verschwinden und offenbar in die Gewebe wandern. Berechnen wir 
z. B. den Versuch vom 11. Mai. Der Hund bekommt in 15 Minuten intra- 
venés 13,4 g Glykokoll = 2,5 g Aminosaéure-N. Er wiegt 13,4 kg, hat also 
eine Blutmenge von etwa 810ccem. In ihr ist der Rest-N von 24 auf 
72,0 mg-%, also um 48 mg-% gestiegen. Das sind in 810ccm 0,39g N, 
die auf Aminosféuren oder deren Abbauprodukte zu beziehen sind. Der 
Rest, namlich 2,5 — 0,39 = 2,11 g Aminoséure-N = 84% der zugefiihrten 
Aminosduren ist aus dem Blute verschwunden. Das ist ein Mindestwert, 
denn fast die Halfte der Rest-N-Vermehrung besteht aus Harnstoff; dieser 
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stammt aber aus Aminoséuren, die schon in den Geweben waren, dort 
desaminiert wurden und, weiter in Harnstoff verwandelt, ins Blut abgegeben 
worden waren. 

Unsere Versuche erbringen zum ersten Male den mit einer exakten 
Methode gefiihrten Nachweis, daB nach Fleischzufuhr eine Erhéhung 
des N H,-Gehaltes des arteriellen Blutes eintritt. Sie ist zweifellos auf die 
Desaminierung der EiweiSkérper zuriickzufiihren. [hr Charakteristicum 
ist das spite Auftreten, manchmal erst 5 Stunden nach der Fiitterung. 
Es ist bemerkenswert, daB schon bedeutend friiher viele Begleit- 
erscheinungen der Nahrungszufuhr aufgetreten sind: Pulsbeschleunigung, 
Hyperimie des Gesichtes, spezifisch-dynamische Wirkung. Man hat 
namentlich die letztere oft auf NH,-Bildung zuriickgefiihrt. Das ist 
zweifellos unrichtig, weil die Kurven von O,-Verbrauch und Blut-N H, 
namentlich in ihrem Anfangsteil véllig verschieden verlaufen. Wenn 
man die schnelle Bildung von NH, aus intravenés gegebener Amino- 
siure vergleicht mit der viel spater einsetzenden nach Fleischnahrung, 
so wird man den Unterschied auf die Zeitdauer der Verdauung im Magen 
und Darm zuriickfiihren. Die Latenzzeit betragt schon bei innerlicher 
Verabfolgung von Glykokoll etwa 1 Stunde. Bei Fleisch ist, wie man 
weiB, die Verweildauer im Magen wesentlich linger als bei Fliissig- 
keiten. Dazu kommt aber noch die Zeit, die fiir die fermentative Spal- 
tung des EiweiBes im Darmkanal nétig ist. Erst dann, wenn namlich 
eine gewisse Menge Aminosauren resorbiert ist, kann eine Desaminierung 
mit Anstieg des Blut-N H, stattfinden. Etwa gleichzeitig ist eine starke 
Harnstoffbildung zu bemerken. All das zeigt, daB die Abspaltung der 
N-haltigen EiweiBkomplexe erst relativ spat nach der Nahrungszufuhr 
einsetzt, daB also im Gegensatz zu den Aminosauren die EiweiBkérper 
sehr lange Zeit brauchen, ehe sie so weit gespalten sind, daB die End- 
produkte der Desaminierung (NH,, Harnstoff) im Blute auftreten. 

Uber die Natur des desaminierenden Ferments sagen unsere Versuche 
nichts aus. Newberg und Kobel' hatten gefunden, daB Methylglyoxal 
in vitro aus Aminosiuren Ammoniak abspaltet; ein solcher ProzeB 
wire auch im lebenden Organismus sehr woh] méglich. 

Wenn nach Lusk nach der Desaminierung der Aminosiéiuren Zucker 
aus dem stickstofffreien Rest gebildet wird, so wird man vielleicht eine 
Erhéhung des Blutzuckers erwarten kénnen. Friihere Autoren, die den 
Blutzucker nach Aminosiuren untersucht haben, wie z. B. Pollack, haben 
dies teils gefunden, teils nicht gefunden. In einzelnen unserer Versuche 
(z. B. Nr. 3, Tabelle I, ebenso Nr. 11) sehen auch wir einen Blutzucker- 
anstieg, in der gr6Beren Zahl nicht. Sogar nach intravendser Glykokoll- 
injektion, also bei sehr schneller Desaminierung, findet man _ haufig 


eher einen Abfall (z. B. Nr. 7, Tabelle I). In den meisten Fallen wird man 
also bei normalen Individuen mit einer Bildung gréBerer Mengen von 


1 Neuberg und Kobel, diese Zeitschr. 188, 197, 1927. 
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Traubenzucker aus Glykokoll nicht zu rechnen haben. Ein Gegensatz zu 
den Befunden von Lusk bei diabetischen Tieren besteht aber nicht, da bei 
letzteren ein viel starkeres Bediirfnis nach Kohlehydraten vorhanden ist. 

Die hier wiedergegebenen Untersuchungen haben eine Reihe 
weiterer Fragestellungen auf dem Gebiete des EiweiSstoffwechsels 
mehr aufgeworfen als gelést. Von ihnen soll in den nachsten Mit- 
teilungen die Rede sein. 


Zusammenfassung. 


1. Nach intravenéser Zufuhr von Aminosauren (Glykokoll, Alanin, 
Asparagin) steigt beim Hunde der NH,-Gehalt des Blutes in wenigen 
Minuten zu betrachtlicher Héhe an. Im Durchschnitt etwas spater 
steigt die Harnstoffraktion des Blutes. 

2. Nach intrastomachaler Zufuhr von Aminosauren ist NH,- und 
Harnstoffanstieg sehr viel flacher und um etwa eine Stunde ver- 
spatet. Dies wird im wesentlichen auf die Bedingungen der Aufnahme 
durch den Darmkanal zuriickgefihrt. 

3. Nach Fleischnahrung sind analoge Anderungen von Blut-NH, 
und Harnstoff zu beobachten; sie treten im Durchschnitt mit einer 
Latenz von etwa 4 bis 5 Stunden auf. Auch dies 14Bt sich aus der Dauer 
der Spaltungs- und Resorptionsvorgiange erklaren. 
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Experimentelle Beitrige 
zur Kenntnis der Phthalinreaktion gewisser Mineralwisser. 


Von 


0. Baudisch und H. v. Euler (New York und Stockholm). 


(Eingegangen am 26. Juni 1929.) 


In friiheren Arbeiten! ist gezeigt, daB in gewissen kohlensiure- 
haltigen Mineralwassern das darin geléste Eisen andere Eigenschaften 
besitzt als das Eisen einer frisch dargestellten verdiinnten Ferro- 
bicarbonatlésung oder als ein nach der Analyse méglichst genau imi- 
tiertes entsprechendes kiinstliches Mineralwasser. Diese Ansicht stand 
im vollkommenen Gegensatz zu den Anschauungen von Fresenius* 
und zu einigen anderen Forschern*, welche behauytet hatten, Eisen 
aller kohlensiurehaltigen Mineralwiasser sei nichts anderes als Ferro- 
bicarbonateisen, dessen Eigenschaften héchstens durch Lésungsgenossen 
etwas modifiziert werden kénnen. Die Mineralwasserarbeiten des einen 
von uns (Baudisch) wurden von den genannten Forschern kritisiert, 
insbesondere wurde die Ansicht, daB sich die gelésten anorganischen 
Bestandteile eines Mineralwassers infolge seiner Herkunft aus dem 
Erdinneren in einem gewissen labilen ,,aktiven’’ Zustande befinden 
kénnen, glattweg abgewiesen. 

In der vorliegenden. Arbeit soll auf diese Frage nicht naher ein- 
gegangen werden, es sei nur darauf hingewiesen, daf} in einer friiheren, 
mit Davidson veroffentlichten’ Arbeit, betitelt: ,.Natiirliche Mineral- 
wiasser im Licht moderner Forschung‘‘* betont wurde, da wir unsere 
urspriingliche Annahme durchaus aufrechthalten und da wir bereits 
den ersten Schritt in der Auffindung ,,aktiver** einfachster Eisenhydrate 
und Eisenoxyde getan haben, dessen riumlicher Aufbau uns bekannt 


1 Baudisch und Welo, Journ. of biol. Chem. 64, 753, 1925; Baudisch 
und Davidson, Arch. of. Intern. Med. 40, 496 bis 520, 1927; Baudisch, Zeitschr. 
f. wissensch. Baderkunde 1929, Heft 6. 

2 Zeitschr. f. anorg. Chem. 160, 273, 1927; 166, 99, 1927. 

3 Harpuder, diese Zeitschr. 1938, 312, 1928; Simon und Kotschau, 
Zeitschr. f. anorg. Chem. 164, 126, 1927. 

4 Arch. f. Intern. Med. 40, 496 bis 520, 1927. 
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ist?. Im folgenden soll etwas naher der Zusammenhang des geologischen 
Ursprungs eisenhaltiger Wasser mit der Zustandsform des darin 
gelésten Eisens behandelt werden. 

Die gewohnlichste Form, in welcher Eisen im Grundwasser (va 
desen Wasser) in der Natur in Lésung gehalten wird, ist zweifellos Eisen 
2-bicarbonat. Es kénnen aber auch Ferro- und Ferrisulfate und ferner 
organische Eisensalze im Grundwasser gelést sein, welche einer Oxydation 
viel mehr widerstehen, als die gewéhnlichen Ferrobicarbonate. In 
solchen Fallen wird die natiirliche Ausscheidung des Eisens durch Luft 
oxydation nur sehr langsam erfolgen. Eisen in Form von Ferrobicarbonat 
kann durch vadoses Wasser aus allen méglichen Gesteinsarten heraus- 
gelést werden. Es ist vor allem die im Wasser geléste sog. aggressiv: 
Kohlensaure, welche bei der Auflésung von Gesteinen wirksam ist, 
auBerdem wird aber auch ein Uberschu8 von in Wasser geléstem 
Kohlensauregas verschiedene Eisenverbindungen in Lésung_halten. 
Uber das Gleichgewicht, welches zwischen dem Lisungsmittel, CO, 
und in Wasser geléstem Ferrobicarbonat herrscht, ist wenig bekannt 
und benétigte eingehender Untersuchung. Zwar sind die beiden 
Dissoziationskonstaaten der Kohlensiure genau gemessen, nicht aber 
die entsprechenden Konstanten der basischen Komponenten, deren Kon- 
zentration wegen der kolloiden Zwischenstufen schwer feststellbar ist. 

Bei der Betrachtung von Eisensauerlingen beziiglich ihres Eisen- 
gehalts’ liegen die Verhiiltnisse schon etwas anders als bei gewéhn- 
lichem Grundwasser. Um bei den aus dem Erdinnern dringenden eisen- 
haltigen Sauerlingen naheren AufschluB tiber die Zustandsform des 
Eisens zu erhalten, mu8 man die geologische Beschaffenheit des Quell- 
gebietes eingehend erforschen, was natiirlich oft mit groBen Schwierig- 
keiten verbunden ist. Es war nun ein besonders gliicklicher Zufall, 
da8B vor kurzem im Heimatsort des einen von uns (Baudisch), Maffers- 
dorf, am Ursprung des dortigen, seit Jahrhunderten bekannten Siuer- 
lings (Maffersdorfer Sauerbrunn bzw. ,,Weberquelle“‘) neue Bohrungen 
vorgenommen wurden. Maffersdorf liegt im Isergebirge, welches bekannt- 
lich mit dem Riesengebirge aus einem in die Linge gezogenen Granit- 
und einem ringsum laufenden Schiefermantel aus Gneis, Glimmer- 
Urton- und Quarzitschiefer mit Einlagerungen von Kalk und Diabas 
mit einer gut entwickelten Kontaktzone besteht. Der Granit ist ein 
einglimmeriger Biotitgranit, der von G. Rose den Namen Granitit 
erhalten hat. 

An der Entstehung der Heilquellen dieses Gebiets sind die Stérungen 
schuld, welche wakrscheinlich von det Permzeit an bis in die Tertiarzeit 
auftraten und in welch letzterer die zahlreichen Vulkanberge aus Basalt 


1 Werner H. Albrecht, B. 62, 1475, 1929; siehe auch Oskar Baudisch, 
Naturwissensch. 16. Jahrg., 1929, S. 542. 
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und Phonolith des béhmischen Mittelgebirges entstanden. Derartige 
Melaphyrgange und Basaltdurchbriiche finden:sich auch in Maffersdorf 
und zeugen von fritherer vulkanischer Tatigkeit. Beziiglich des Ursprungs 
des erwahnten Maffersdorfer Sauerbrunns war aber noch vor kurzem so 
gut wie nichts bekannt. 

Das kristallklare, stark radioaktive Wasser dringt aus einer Spalte im 
Granitit, gleichzeitig mit groBen Mengen Kohlenséuregas aus dem Erdboden 
und altert rasch in Kontakt mit der Atmosphare, was vor allem durch die 
Ausscheidung des vorher gelésten Eisens dem Auge sichtbar wird. 

Die neuen Bohrungen, etwas weiter nérdlich von der urspriinglichen 
Quelle, haben nun ergeben, daB das Wasser aus einer Spalte zwischen Granitit 
und einem bisher unbekannten Melaphyrgang aus dem Erdinnern kommt. 
Dem von dem besten Kenner des geologischen Aufbaues des Iser- und Riesen- 
gebirges, Prof. Jos. Grdnzer', nach eingehendem Studium der neuen 
Bohrungsergebnisse geschriebenen Bericht entnehmen wir folgendes: 

Wir haben uns den Ablauf des geologischen Geschehens in folgender 
Art zu denken: In der Steinkohlenzeit ist die Granititschmelze in den 
Schiefer, welcher heute den Granitit des Isergebirges einhiillt, eingedrungen 
und erstarrte unter dem Schieferdach als Tiefengestein (Batholith). Die 
Abkiihlung bewirkte Volumsverminderung, wodurch die zwei Systeme 
lotrechter, sich rechtwinklig kreuzender Kliifte entstanden. In der Perm- 
oder Dyaszeit wurde eine nach Nordwesten streichende Kluft durch 
gebirgsbildende Krafte tief aufgerissen, erweitert und mit einer 2m 
michtigen Schmelze von Melaphyr erfiillt, wodurch der Melaphyrgang 
entstand. Noch spater, als die gebirgsbildenden Krafte neuerdings eine 
lebhafte Tatigkeit entfalteten, wahrscheinlich in der Tertiarzeit, in welcher 
die zahlreichen Vulkanberge aus Basalt und Phonolith des béhmischen 
Mittelgebirges entstanden, 6ffnete sich an der nordéstlichen Grenzwand 
zwischen Granitit und Melaphyr eine neue Kluft, wobei Bruchstiicke beider 
Gesteine losgerissen wurden. Nun konnte warmes, kieselsiurehaltiges 
Wasser aus der Tiefe aufsteigen, welches Quarz absetzte und die Bruch- 
stiicke zu der Quarz-Melaphyrbrekzie zusammenfiigte. Parallel zu den 
Gangwanden verlaufende Kliifte im Melaphyr, welche mit diinnen Platten 
sekundirer Minerale erfiillt sind, beweisen die nachtrigliche Erweiterung 
des Ganges. Diese Verbindung mit dem Erdinnern ist an dieser Stelle auch 
heute noch nicht ganz geschlossen und ist eben der Weg fiir das aufsteigende 
Mineralwasser. 

Die Frage nach der Herkunft des Mineralgehalts und der Kohlenséure 
ist soeben schon beantwortet worden. Nach dem heutigen Stande unseres 
Wissens stammt dieses Wasser als juveniles Wasser im Gegensatz zu vadosem 
Wasser, das aus den Niederschligen die oberen Schichten der Erdrinde 
durchtrankt (Grundwasser), aus den Tiefen der Erde und wird von den ge- 
schmolzenen Gesteinsmassen (Magmen), welche die starre Erdrinde unter- 
lagern, abgegeben und nach oben gedriickt. Das aufsteigende Mineralwasser 
mischt sich oben mehr oder weniger mit dem Grundwasser und verteilt 
sich in die zahlreichen Kliifte der Nachbarschaft. Fiir die heiBen Quellen 
ist obige Erklarung ganz einleuchtend. Die Sdauerlinge werden als die 
letzten Spuren, als Nachklange ehemaliger vulkanischer Tatigkeit aufgefaBt. 
Im Bereiche des Riesen- und Isergebirges sind die Thermen von Johannisbad 
und Warmbrunn, die Séuerlinge von Flinsberg, Schwarzbach, Grenzdorf, 
Neustadt a. T., Liebwerda und Maffersdorf solche ,,Nachklange“. 


1 Joseph Granzer, Otisk Stét. geolog. Inst. VII. Prag 1927. 
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Zweifellos spielt bei der Auslaugung des Granitits und des Melaphyrs 
durch das aus der Tiefe~steigende Wasser neben der Kohlenséure dit 
Monokieselsdure die wichtigste Rolle. Die mikroskopische Untersuchung 
des Melaphyrs hat auch ergeben, daB das Eisenerz oft ganz herausgelést ist 
und verschiedene Umwandlungsprodukte an dessen Stelle getreten sind 
Der Quarz durchadert stellenweise den Melaphyr, und aus den Bruchstiicken 
von Melaphyr, Granit und Orthoklas, welche in Quarz eingehiillt sind, ersieht 
man, daB das aufsteigende Wasser viel Kieselsdure in wahrer Lésung ent- 
halten haben muB. 

Wir interessieren uns hier nun fiir das Schicksal des Eisens, welches 
im Melaphyr hauptsachlich in der Form von Magneteisenstein und von 
Titanerzen, z. B. Iserit, FeTi,O;, und das Erz FeTiO,, vorkommt, 
von denen das letztere an Raumerfiillung der Atome sehr nahe dem 
Eisenoxyd, Fe,0O,, kommt?. 

Wir finden im Maffersdorfer Wasser auch, wie aus der Analyse zu 
ersehen ist, Kieselsiure, ferner zweiwertiges Eisen und Spuren von 
Titan. Die Analyse des Prof. Dr. Gintl in Prag ergab in 10000 Teilen 
Wasser folgende Werte: 


Natriumbicarbonat . ...... . . 6,70249 
Kaliumbicarbonat ....... . . 1,06242 
Eisenbicarbonat ........ . . 0,29194 
Manganbicarbonat ....... . . 0,03628 
Nickelbicarbonat, ...... .. . 0,01394 
i) Kobaltbicarbonat. . ...... . . 0,01132 
Calciumbicarbonat ....... . . 3,15530 
Magnesiumbicarbonat ..... . . 1,35200 
po rr SE. 
pS Re ae ee SS 
cP ee a ee eee 
ROI iS Se Ne oe Sea 
RS Se oo Pe a idine tas ae) ee 
Titansaure . Bt a ig Sal aati cai a 
Freie Kohlensfure ...... . . .18,927g 


Wie bereits angedeutet, dringt der Sauerling in einer Spalte zwischen 
Granitit und Melaphyr aus dem Erdinnern. Es wird somit nicht nur 
der Melaphyr, sondern auch der Granitit erodiert und ausgelaugt. 

Der Granitit enthalt neben fleischroten Orthoklasen, schneeweiBen 
Plagioklasen und rauchschwarzen Koérnern von Quarz auch schwarze 
perlmutterglinzende Biotitblatter (Magnesiaglimmer). Mikroskopische 
Gemengeteile sind Apatit und Zirkon; letzteres bildet winzige Kristalle, 
die im Biotit eingeschlossen und von einem pleochroitischen (schwarzen) 


1 V. M. Goldschmidt, ,,.Die Naturgeschichte der Eisenfamilie“, Sonder- 
abdruck aus der Zeitschrift ,,Stahl u. Eisen‘* 1929, Heft 18, S. 10. 
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Hof umrandet sind, welcher durch radicaktive Substanzen des Zirkons 
erzeugt wurde und deshalb auch Radiumemanation abgeben kann; die 
Radioaktivitat dcr Altquelle betrug 66,2 Macheeinheiten, ist daher 
betrachtlich. Die Radioaktivitat der neuerbohrten Quelle, welche in 
der Wassermenge viel ergiebiger wie die Altquelle ist, ist noch nicht 
bestimmt worden. 

Das frische Wasser oder das Wasser aus Flaschen, welche unter 
LuftabschluB gefiillt und luftdicht verschlossen gehalten werden, gibt 
die bekannten Peroxydasereaktionen auffallend intensiv. Auch die 
Phenolphthalinreaktion, welche von Davidson und Baudisch! beim Sara- 
togawaaser ausfiihrlicher beschrieben wurde, wird von Maffersdorfer 
Sauerbrunn intensiv gegeben. Wenn das Wasser an der Luft altert, 
klingt diese charakteristische Reaktion allmahlich ab und wird schlieB- 
lich negativ. s 

Wir haben schon friiher angegeben, daB Ferrobicarbonat die 
Phenolphthalinreaktion nicht gibt, wahrend die Ferripentacyanverbin- 
dungen, ausgenommen Nitroprussidnatrium, noch in 0,01 °,,igen Lésungen 
mit einem frisch hergestellten Gemisch aus Phthalin und H, O, eine tief- 
rote Farbung gibt. Es war immerhin méglich, daB andere Glieder der 
Eisenfamilie, wie Titan, Chrom, Vanadin, Nickel oder Kobalt, die 
Phthalinreaktion geben wiirden, und es wurden deshalb sehr verdiinnte 
Lésungen von Titansulfit, Titantrichlorid, Manganchlorid, Vanadin- 
saurem Natrium und Chromalaun als Promoter fiir die Auslésung der 
Phthalinreaktion untersucht, aber alle mit negativem Erfolg. 

Die Tatsache, daB die Phthalinreaktion in gleichem Mabe ver- 
schwindet, wie die Eisenoxydulreaktion von Baudisch und Karzeff?, 
laBt schon vermuten, daB zweiwertiges Eisen fiir die Reaktion not- 
wendig ist. 

Besonders anschaulich fiir die Priifung dieser Frage erwies sich 
die Bestrahlung der Quelle im anaeroben System. 

Nach Fresenius ist ein eisenhaltiges Mineralwasser nur dann licht- 
empfindlich, wenn es Luft bzw. Sauerstoff enthalt. DaB diese Ansicht 
durchaus nicht immer richtig ist, wurde von uns am Saratogawasser 
bewiesen*, wo wir das Eisen durch Bestrahlung quantitativ ausscheiden 
konnten. Der erhaltene Niederschlag ist auBerordentlich aktiv und zeigte 
alle die bekannten Peroxydasereaktionen einschlieBlich der Phthalin- 
reaktion. Das System Fe" + HCO; + CO, ist somit nicht fiir die 
Aktivitat der Quelle verantwortlich zu machen, wie Schoeller und Rothe 
glaubten. Wir kénnen unsere aktiven Eisenquellen kochen und nicht 


1. ce. 
2 B. 45, 1164, 1912. 
3 lic. 
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nur CO, austreiben, sondern auch die Bicarbonate zerstéren, und trotz. 
dem bleibt der ausgeschiedene Niederschlag ,,aktiv’‘, wenn anaero} 
gearbeitet wird!. 

Von gréBter Bedeutung fiir das Studium der ,,aktiven“ Eisen- 
verbindungen von Mineralwissern ist die chemische und physikalische 
Untersuchung des Niederschlags, der im anaeroben System mit Licht 
ausgeschieden wurde. 

Das dreiwertige Eisen ist mit einem oder mehreren Bestandteilen 
des Mineralwassers chemisch verbunden und leistet in diesem Zustande 
mehr wie gewohnliches Ferrocarbonat. Welche Elemente kommen nun 
in Betracht ? Wir wissen, daB Elemente, wie Bor, Kohlenstoff, Stick- 
stoff, Silicium und Phesphor in Betracht kommen kénnten, denn ihre 
Existenz in Gesteinen ist erwiesen und ihr Vermégen, mit Eisen relativ 
feste Komplexe zu bilden, ist bekannt. Im Falle des Maffersdorfer 
Sauerbrunns wird man am ehesten an komplexe LHisenoxydulsilicat: 
denken, da Monokieselsiure den urspriinglichen Basalt oder Gabbro- 
schmelzfluB durchtrinkt und Eisenverbindungen herausléist. 

Das zweiwertige Eisen im Maffersdorfer Sauerbrunn ist gegen Luft- 
oxydation verhaltnismaBig bestaindig, und es dauert in einem offenen 
Becherglas 2 bis 3 Tage, bis die Phthalinreaktion vollkommen ver- 
schwunden ist. Der Komplex kann nicht besonders fest sein, da Tannate 
das Eisen herausnehmen, was sich‘beim Vermischen des Wassers mit 
Wein durch die allmahliche Tintenbildung verrat. 

Um iiber das Wesen der Phthalinreaktion, besonders iiber die Ur- 
sache ihrer Wirkung, Aufklérung zu erhalten, wurden die folgenden 
Untersuchungen angestellt: 

Es war bekannt, daB die gleiche Reaktion auftritt, wenn auBerst 
verdiinote Blutsuspensionen zu Mischungen von Wasserstoffsuperoxyd 
und alkalischer Phthalinlésung zugesetzt werden, und zwar ist Phenol- 
phthalin bereits durch Kastle und Mitarbeiter? als sehr empfindliches 
Blutreagenz erkannt und empfohlen worden. 

Diese Reaktion kommt, wie wir fanden, auch dem gereinigten 
Hamoglobin zu, und zwar ebenfalls in sehr hoher Verdiinnung. Immer- 
hin zeigten vergleichende Messungen der katalytischen Wirksamkeit, 
daB die Wirkung des Blutes héher ist als diejenige, welche ihrem Hamo- 
globingehalt entsprechen wiirde. Dies kann natiirlich darauf beruhen, 
daB bei der Reinigung des Hamoglobins eine gewisse Veranderung 
desselben stattgefunden hat. Kiirzeres, 1 bis 2 Minuten dauerndes Auf- 


1 Welche Anforderungen wir an ein ,,anaerobes System“ stellen, 
wurde in einer ,,Berichte“-Arbeit (im Druck) ausgefiihrt. 

2 Kastle und Amboss, Hyg. Lab. U. S. Publ. Health a. Mar. Hosp. 
Serv. Bull. 31, 1906; Kastle und M. B. Proch, Journ. of biol. Chem. 4, 
301, 1908; Kastle und Norman Roberts, ebendaselbst 6, Proc., S. 96, 1909. 
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kochen auf 100° veraindert weder die peroxydatische Wirksamkeit 
(Phtalinreaktion) der Blutsuspension noch die einer Himoglobinlésung. 

Es wurde dann in anderem Zusammenhang festgestellt, daB sowohl! 
Hamin als Mesohamin und Deuterohimin ebenfalls in minimalen Konzen- 
trationen die Rotfarbung der Phenolphthalinlésungen in Gegenwart von 
Hydroperoxyd hervorrufen. Stellt man die Phenolphthalinlésung her 
aus 2 g Phenolphthalein, 20 g NaOH in 100 com Wasser und reduziert 
mit 15g Zn-Staub und mischt 0,06 cem dieser Lésung mit 0,5 ccm 
Hydroperoxydlésung (n/100) und mit 0,5 cem einer Mesohimatin- 
lésung, welche 0.00001 mg Hamin-Fe enthalt, so wird die an sich erst 
in Stunden auftretende Rotfarbung schon in 2 Minuten deutlich (vgl. 
Euler, Nilsson und Runehjelm, Svensk kem. tidskr. 41, 85, 1929, Arkiv 
f. Kemi, 10, Nr. 7.) 

Es kann kaum angenommen werden, daB einer der genannten Stoffe 
die Ursache der analogen Reaktion der Saratogaquellen ist. Immerhin 
legten diese Beobachtungen die Vermutung nahe, daB es sich bei der 
Wirkung dieser Quellwasser um organische, eisenhaltige Bestandteile 
handeln kénnte, um so mehr, als ja durch die Untersuchungen von 
Keilin u. a. die weite Verbreitung des Cytochroms bzw. Hamochroma- 
togens sowohl im Tier- wie im Pflanzenreich gezeigt worden ist; auch 
neuere Arbeiten von O. Warburg (Naturwiss. 1929) sind hier zu er- 
wahnen. 

Es erwies sich gieich zu Anfang dieser kleinen Studie wiinschens- 
wert, dariiber Anhaltspunkte zu gewinnen, ob auch andere eisenhaltige 
Quellen die obengenannte, an Saratogawasser von Baudisch zuerst 
angewandte Phthalinreaktion geben. Es wurde deswegen das Wasser 
einer bekannten schwedischen eisenhaltigen Quelle, namlich das Wasser 
von Ronneby (Siidschweden), untersucht. Dabei stellte sich heraus, 
daB auch dieses Wasser die Phthalinreaktion mit Hydroperoxyd sehr 
kraftig gibt. Mischt man 0,05 ccm der Standard-Phthalinlésung mit 
0,5 cem n/100 Hydroperoxydlésung und setzt 0,5 ccm Ronnebywasser 
zu, so tritt innerhalb 30 Sekunden eine Rotfairbung ein, welche, im 
Rosenheimschen Tintometer gemessen, durch die Zah] ,,3 Lovibond- 
einheiten rot‘ charakterisiert wird. (Durchmesser des AbsorptionsgefaBes 
10 mm.) 

Der Umstand, daB also eine Reihe von eisenhaltigen Quellen 
existieren, welche durch diese oxydationskatalytische Wirkung charakte- 
risiert sind, verlieh der Aufgabe, dieser Wirkung naher nachzugehen, 
noch erhéhtes Interesse. 

Es kamen im wesentlichen zwei Méglichkeiten fiir die Entstehung 
eines in solchen Fallen wirksamen Stoffes in Betracht. 


Wie schon oben erwahnt, konnten diese eisenhaltigen Katalysatoren 
biogenen Ursprung besitzen und die unveranderten Bestandteile von 
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oxydativ wirksam gewesenen Zellen darstellen. Der Ursprung der 
wirksamen Substanz kann in diesem Falle nur verhaltnismabig kurze 
Zeit zuriickliegen. 

Der Ursprung der in Betracht kommenden Quellen aus Alteren 
geologischen Formationen zwingt aber dazu, auch zu erwiigen, ob nicht 
Stoffe ahnlicher oxydativer Wirkung unter verhaltnismaBig hohen 
Temperaturen entstanden sein kénnen. Es wurde deshalb folgender 
Versuch ausgefiihit, der sich zunachst an Ergebnisse anschlieBt, welche 
vor langerer Zeit O. Warburg mitgeteilt hat. Ausgehend vom Versuch, 
Atmungsmoedelle darzustellen, fand er, daB die katalytische Wirkung, 
welche Kohle auf die Oxydation des Cysteins ausiibt, an den Eisengehalt 
dieser Kohle gekniipft ist, und weiter, daB cine gewisse, vermutlich durch 
den Stickstoff vermittelte Bindung die notwendige Voraussetzung fiir 
die diesbeziigliche Wirksamkeit des Eisens ist. Es wurde deshalb 
reine Tierkohle (Z. Merck) mit geringen Mengen feinverteilten Eisens 
mit und ohne stickstoffhaltigem Material zusammen erhitzt. Ohne auf 
diese Versuche naher ecinzugehen, kann gesagt werden, daB bei der Wah! 
geeigneter Temperaturen Produkte entstehen, welche mit Wasser aus- 
gelaugt werden kénnen und sich als peroxydativ wirksam erweisen. Die 
eindeutigsten und quantitativ am leichtesten reproduzierbaren Resultate 
lassen sich in folgender Weise erhalten: 

Ausgewaschene rote Blutkérperchen aus Ochsenblut werden ab- 
zentrifugiert und getrocknet. Von der trockenen Masse wurden Réhren 
aus schwer schmelzbarem Glas mit etwa 1 g gefiillt, worauf die Réhren 
evakuiert wurden und 3 Stunden in einem elektrischen Ofen erhitzt 
wurden. Die Temperatur stieg wahrend der ersten Stunde auf 350°, 
erreichte nach einer weiteren halben Stunde 400° und hielt sich bis zum 
Ablauf der vierten Stunde auf dieser Temperatur konstant. Nach Ab- 
kiihlen wurden die Réhren geéffnet und der Inhalt mit 15 cem Wasser 
im Morser verrieben. In einigen Fallen wurde die Lésung abfiltriert 
(Extrakt I) und direkt mit den Phenolphthalinlésungen vermischt: 

0,2 cem Phenolphthalinlésung + 0,2 cem n/l00 Hydroperoxyd- 
lésung +- 0,5 ccm Extrakt I. Nach 2 Minuten deutliche Rotfarbung, 
entsprechend 1,2 Lovibondeinheiten rot. 

Eine weit stirkere Reaktion wird erhalten, wenn man den Inhalt 
einer wie oben beschriebenen erhitzten Réhre mit 15 ccm Wasser in der 
Warme digeriert und dann, statt zu filtrieren, den festen Anteil ab- 
zentrifugiert (Extrakt I). 

0,2cem Phenolphthalinlésung + 0,5cem n/100 Hydroperoxydlésung 
+ 0,05 ccm Extrakt Il. Nach 90 Sekunden starke Rotfarbung, ent- 
sprechend 4,2 Lovibondeinheiten rot. 

Bei der weiteren Verfolgung der durch die Phthalinreaktion ge- 
messenen peroxydatischen Wirksamkeit von natiirlichen Quellen dart 
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schlieBlich der Kupfergehalt derselben nicht auBer acht gelassen werden. 
Ist der Kupfergehalt solcher Wasser schon in Riicksicht auf die neueren 
Beobachtungen tiber die Therapie der perniziésen Anamie von medi- 
zinischem Interesse, so verdient er in diesem Zusammenhang besondere 
Beriicksichtigung, da es sich ergeben hat, daB schon auBerst verdiinnte 
Kupfersalzlésungen die Phthalinlésung in ahnlicher Weise beeinflussen 
wie Eisenporphyrine und wie Pentaferriaquocyanide (O. Baudisch). 
Welche Cu-Konzentrationen hier in Betracht kommen, mag durch 
folgendes Beispiel veranschaulicht werden: 

0,2ccm Phthalinlésung +. 3cem Hydroperoxydlésung n/100 +- leem 
Kupfersulfatlésung, enthaltend 0,005 mg Cu. 

Die Art und Reichweite, welche solche Kupferwirkungen in natiir- 
lichen Quellen haben kénnen, wird nach gemeinsamem Arbeitsplan 
weiter verfolgt. 
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Uber den Schwefelgehalt des Fibrins verschiedener Siugetiere. 


Von 
Zoltan Aszédi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 29, Juni 1929.) 


In meiner vorangehenden Mitteilung! wurde iiber den Schwefel- - 


gehalt von Globulin aus Serum berichtet, das aus frisch den Tieren 
entnommenem und sofort defibiniertem Blute durch Zentrifugieren 
genommen wurde. In einer Anzahl dieser Versuche reichte die Menge 
des ausgeschiedenen Fibrins hin, um an ihm parallele Schwefel- 
bestimmungen auszufiihren. Uber diese soll im nachfolgenden be- 
richtet werden. 

Das durch Schlagen oder Schiitteln mit Glasperlen aus dem Blute 
ausgeschiedene Fibrin wurde in der Regel gleich, langstens aber binnen 
einer Stunde durch Kolieren des Blutes durch mehrfach zusammen- 
gelegte Gase vom Blute gesondert, mit Wasser durchknetet, 48 Stunden 
in einem GefaB belassen, durch das Wasser von 8 bis 10°C strémte, 
wobei anscheinend die letzten Spuren vom Blutfarbstoff entfernt 
wurden und das Fibrin schneeweiB zuriickblieb. Es wurde noch feucht 
auf einem Papierfilter dreimal mit 5°,iger Kochsalzlésung, dann aber 
mit destilliertem Wasser so lange gewaschen, bis dieses chlorfrei abfloB, 
je zweimal mit Alkohol und Ather gewaschen, im Thermostaten bei 
35°C getrocknet, die in diesem Stadium meistens graugelbe spréde 
Masse pulverisiert, das Pulver im Glycerinthermostaten bei 105 bis 
107°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und in Mengen von meistens 
iiber 0,10 g der Schwefelbestimmung zugefiibrt. Hierzu diente wie 
in der vorangehenden Arbeit das ter Meulensche? Verfahren, dessen 
in der Arbeit von Valer* ausfihrlich Erwahnung getan ist. 


1 Zoltin Aszédi, diese Zeitschr. 212, 102, 1929. 

2 H.ter Meulen, Receuil des travaux chimiques des Pays-Bas 41, 
4. Serie, Nr. 2, 1922. 

8 Jolin Valer, diese Zeitschr. 190, 444, 1928. 
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Es diirfte von Interesse sein, daB 100 ccm Blut von drei Menschen 
0.15 bis 0,29, von drei Rindern 0,43 bis 1,40, von zwei Schweinen 0,36 
bis 0,77, von drei Pferden 0,24 bis 0,32 und von sechs Hunden 0,033 
bis 0,36 g lufttrockenes Fibrin lieferten, also aus Hundeblut oft weit 
weniger als aus den tibrigen Blutarten zu erhalten ist. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Alle auf die Versuche beziiglichen Einzeldaten sind der General- 
tabelle am Ende des Textes, die aus ihnen zu ziehenden Schliisse aber 
nachfolgender Texttabelle zu entnehmen, in der der Schwefelgehalt 
des an den einzelnen Tieren erhaltenen Fibrins (Stab 2) mit dem des 
Globulins jeweils desselben Tierindividuums (Stab 3) verglichen ist. 


' Natiirlich fehlen bei diesem Vergleich von den in weit griéSerer Anzahl 
' vorhandenen Globulinwerten der vorangehenden Mitteilung diejenigen, 
' bei denen die Untersuchung des entsprechenden Fibrins aus verschie- 
4 denen auBeren Griinden (in der Regel zu wenig Material!) unter- 
| blieben ist, und kommen auch Fibrinwerte von solchen Versuchen 


bs 





a 





a 











vor, bei denen die Untersuchung des Globulins verungliickt war. 





~ Fibri ‘Globulin; 


n; . 
| Schwetelgehalt Sceeiaigena BOE yg = 
0 0 
9 1,28 1,38 
' Mensch - 7 1,36 1,22 — 
47 1,44 _ 
Schwei 48 1,07 -- 
eT {45 1,09 1,32 ae 
49 1,20 _— 1,20 % (Koch), 1,20 % (Kriiger)* 
Rind - - 19 1,23 = 1,35 % (Kistiakowski)® 
: 18 1,27 1,33 
21 1,18 1,05 1,02—1,18 % (Hammarsten)* 
Pferd - - J 22 1,20 1,07 1,10 % (Osborne)® 
26 1,16 + 1,10—1,16% (Moérner)®. 
42 1,24 1,28 
43 1,27 1,37 
50 1,30 — 
Hund ° 44 1.32 1.40 — 
51 1,32 — 
45 1,42 1,28 


1 W. Koch, Zentralbl. f. 6ffentl. Gesundheitspflege 2, 171, 1886. 

2 A. Kriiger, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 48, 224, 1888. 

8 B. Kistiakowski, ebendaselbst 9, 438, 1874. 

4 0. Hammarsten, ebendaselbst 22, 431, 1880. 

5 Th. Osborne, Zeitschr. f. analyt. Chem. 41, 25, 1902. 

6 K. A. H. Mérner, Hoppe-Seilers Zeitschr. f. physiol. Chem. 34, 
207, 1902. 
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Generaltabelle. 
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Vor allem geht aus dem Vergleich der Stabe 2 und 4 hervor, 
daB meine Werte mit denen der friiheren Autoren leidlich iiber- 
einstimmen. - 

Weiterhin kénnte es bei einer ersten fliichtigen Betrachtung der 
Fibrinschwefelwerte den Anschein haben, da} sie zwischen weit engeren 
Grenzen schwanken, als die Globulinschwefel meiner vorangehenden Mit- 
teilung. In Wirklichkeit ist jedoch ein solcher Gegensatz zwischen Fibrin 
und Globulin nicht vorhanden, denn in meinen friiheren Versuchen 
fand ich zwar an Menschen Werte zwischen 1,06 bis 1,38, am Schweine 
0,97 bis 1,32, am Rinde 1,17 bis 1,33, am Pferde 1,03 bis 1,27, am Hunde 
gar 1,17 bis 1,60; in den wenigen Versuchen jedoch, in denen sowohl 
der Fibrin- wie auch der Globulinschwefel bestimmt werden konnte, 
schwankten auch die Werte des Globulinschwefels zwischen dhnlich 
engen Grenzen, wie die des Fibrinschwefels. Es handelt sich also dies- 
falls bloB um einen Zufall, und es ist ganz gut denkbar, daB, wenn 
ich das Fibrin an einer ahnlich groBen Zahl von Tieren, wie den Globulin- 
schwefel untersucht hatte, ich auch den Fibrinschwefel innerhalb so 
weiter Grenzen schwankend gefunden hatte. Ein naiherer Zusammen- 
hang zwischen dem Schwefelgehalt im Fibrin und im Globulin eines 
Tierindividuums scheint ebensowenig zu _ bestehen, wie  beziiglich 
verschiedener Tierarten. Nur am Hunde scheint das Fibrin in der Regel 
etwas weniger, umgekehrt am Pferde etwas mehr Schwefel zu enthalten, 
als das Globulin. Ob der Schwefelgehalt des Fibrins an einem Individuum 
derselben Tierart, wenn es zu verschiedenen, Malen untersucht wird, 
ein konstanter ist oder nicht, kann erst durch kiinftige Versuche er- 
mittelt werden. 
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Uber die Chemie des Pektins der Obstfriichte. 


Von 
Felix Ehrlich und Alfred Kosmahly. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie der 
Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1929.) 


Nachdem die Galakturonsdure als wesentlichstes Kernstiick in dein 
chemischen Aufbau der in der Pflanzenwelt weit verbreiteten Pektin- 
stoffe erkannt worden ist, haben die Forschungen iiber diese wichtige 
Kérperklasse, die sich schon tiber einen Zeitraum von mehr als 100 Jahren 
erstrecken, zu einer Reihe von grundlegenden Ergebnissen gefiihrt, 
die ein ganz neues Licht auf die Chemie dieser Verbindungen werfen. 

Die bisherigen Untersuchungen, die hieriiber zuerst nahere Auf- 
klarung verschafften, sind von FaKhrlich und R. v. Sommerfeld! am 
Pektin der Zuckerriibe und von F. Ehrlich und F. Schubert? am Pektin 
des Flachses unternommen worden. Es zeigte sich, daB, von einigen 
charakteristischen unterscheidenden Merkmalen abgesehen, diese beiden 
Pektinarten trotz ihrer sehr verschiedenen Herkunft eine in vieler 
Hinsicht sehr ahnliche chemische Zusammensetzung aufweisen. Sowohil 
in der Riibe wie in den Flachsstengeln finden sich die Pektinstoffe in 
nicht unbetriachtlichen Mengen neben Cellulose und anderen Bestand- 
teilen als wesentliche Geriist- und Intercellularsubstanzen haupt- 
sichlich in den Mittellamellen abgelagert. Diese urspriinglich vor- 


handenen, in kaltem Wasser unléslichen Pektine gehen bei langerer 


Behandlung mit kochendem Wasser in ein in kaltem Wasser leicht 
lésliches Substanzgemisch iiber, das sogenannte Hydratopektin, in 
das sich das Ursprungspektin je nach der Einwirkungsdauer des heiben 
Wassers mehr oder minder vollstandig verwandeln 1aBt. 


Durch Entmischen dieses Hydratopektins mit 70°,igem Alkohol 
lieB sich aus der Riibe ein Pentosan, aus dem Flachs ein Hexopentosan 


' Chem.-Ztg. 41, 197, 1917; diese Zeitschr. 168, 263, 1926. 
2 Diese Zeitschr. 169, 13, 1926. 
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neben einem unléslich zuriickbleibenden Calcium-Magnesiumsalz einer 
in beiden Fallen sehr ahnlich zusammengesetzten Verbindung, der 
Pektinsaure, isolieren. 


Das durch Wasserhydrolyse aus dem Riibenpektin erhaltene 
Pentosan erwies sich als ein komplexes, als Araban bezeichnetes 
Arabinoseanhydrid, das durch Sauren und Schimmelpilzfermente! 
glatt in 1-Arabinose zu spalten war. Statt des relativ einfach gebauten 
Arabans des Riibenpektins wurde im Flachspektin in wesentlich 
gréBeren Mengen ein komplizierteres Hexopentosan beobachtet, das 
|-Arabinose, l-Xylose, d-Fructose und d-Galaktose enthielt. 


Von weit gréBerem Interesse war nun der zweite Bestandteil der 
Hydratopektine, das Calcium-Magnesiumsalz einer Pektinsdure, das 
aus Riibenpektin in Mengen von etwa 70°, aus Flachspektin zu etwa 
45°, zu erhalten war. Aus diesem Salz lieB sich in beiden Fallen mit 
Alkohol und Salzsiure die freie Pektinsdure isolieren, eine wasser- 
lésliche, sauer reagierende, sehr kompliziert zusammengesetzte Ver- 
bindung, die als Hauptbestandteil der Pektine anzusehen und auf deren 
eigenartigen Bau die besondere Natur dieser Kérperklasse hauptsachlich 
zuriickzufiihren ist.. Auf Grund der Ergebnisse von friiheren und neueren 
Analysen, die mit verbesserten Methoden unternommen wurden, lie} 
sich zeigen, daB diese beiden Pektinsiuren verschiedener Herkunft 


. 


prinzipiell weitgehende gemeinsame Eigenschaften aufweisen. 


In beiden Fallen lag in der Pektinsiure eine Estersiure vor mit 
vier Carboxylgruppen, von denen zwei frei, zwei an Methylalkohol 
gebunden erscheinen. Als Grundkérper wurde in jedem Falle ein 
Komplex von vier Molekiilen Galakturonsiure erkannt, der in der 
bisher am genauesten untersuchten Riibenpektinséure auBer zwei 
Molekilen Methylalkohol noch zwei Molekiile Essigsiiure, ein Molekiil 
Arabinose und ein Molekiil Galaktose gebunden enthalt, wahrend in der 
Flachspektinsaure auBer denselben Molekiilen der gleichen Bestandteile 
und vermutlich der Glykuronsiure das Vorhandensein noch eines 
Molekiils Xylose wahrscheinlich gemacht wurde. GréBere Unterschiede 
in der Zusammensetzung der beiden Pektinséuren zeigten sich darin, 
daB in der Flachspektinsaure noch Kérper vom Typus der Ligninsauren 
zu beobachten waren. Offenbar handelte es sich beim Flachspektin im 
Gegensatz zum Pektin der Riibenwurzeln um ein waihrend des Wachs- 
tums und der Verholzung der Pflanze bereits gealtertes Pektin, das 
Veranderungen einzelner Bestandteile und Ubergiinge in ligninartige 
Verbindungen erkennen la8t2. 


! F. Ehrlich und F. Schubert, diese Zeitschr. 208, 343, 1928. 
2 I. Ehrlich, Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 1312, 1927. 
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Von prinzipieller Bedeutung erschien es jedenfalls, daB der Haupt- 
bestandteil der Pektinséiuren, die Galakturonsdure, die in der Riibe 
neuerdings durchschnittlich zu 68°, und im Flachs zu 61%, gefunden 
wurde, durch milde Hydrolyse aus dem Molekiil beider Pektinsauren 
in Form einer komplexen Verbindung herausgesprengt werden konnte. 
Diese jetzt von F. Ehrlich und F. Schubert! mit Sicherheit als aus 
vier Molekiilen Galakturonsaure aufgebaut erkannte Tetragalakturon. 
sdure laBt sich aus Riibenpektinséure und noch besser aus dem Hydrato- 
pektin der Riibe sehr leicht in groBen Mengen darstellen und ist bei 
dieser Gelegenheit in ihrer Entstehung, ihren Eigenschaften und Uber- 
gangen bisher am eingehendsten untersucht worden. Aus diesen Arbeiten 
ging hervor, daB es méglich ist, drei verschiedene Tetragalakturonsauren 
aus dem Riibenpektin zu erhalten, von denen jede aus je vier Molekiilen 
Galakturonsaure besteht und vier freie Carboxylgruppen aufweist. 
Die sich aus Hydratopektin mit verdiinnter Salzsiure bei Wasserbad- 
warme zunachst abspaltende, in Salzsiure unlésliche, in Wasser schwer 
lisliche Verbindung, die T'etragalakturonsdure a, hat die Bruttoformel 
C,,H;,0,, und die hohe spezifische Drehung von [a]p = + 275°. In 
ihrem Filtrat findet sich die in Wasser und Salzsiure leicht lésliche, 
mit Alkohol fallbare Tetragalakturonsdéure b mit derselben Brutto- 
formel und der spezifischen Drehung [a]) = + 250°. Durch Behandlung 
mit Alkalien und Salzsiure war die Tetragalakturonsiure a in eine 
Tetragalakturonsdure c von der Bruttoformel C©,,H,,0.,.H,O und der 
spezifischen Drehung [a]p = + 285° iiberzufiithren. Durch langere 
Behandlung mit heiBen Sauren oder Wasser unter Druck konnten sowoh! 
die , Tetragalakturonsiure a wie die Tetragalakturonsadure c in die 
Tetragalakturonsdure b verwandelt werden. Auf Grund der ver- 
schiedenen Reaktionen, Eigenschaften und Ubergiinge der einzelnen 
Tetrasauren war es F. Ehrlich und F. Schubert auch méglich, Kon- 
stitutionsformeln fiir die Tetragalakturonsiuren aufzustellen, die als 
eine ganz neue eigenartige Gruppe von Kohlehydratverbindungen 
anzusprechen sind und die man als Polysaccharidsduren oder als car- 
boxylierte Pentosane bezeichnen kann. Offenbar kommt nach diesen 
Untersuchungen der Tetragalakturonsiure a wie c eine ringformig: 
Struktur zu, waihrend in der Tetragalakturonsaure b die vier Molekiile 
Galakturonsdéure in offener Kette aneinander hangen und sich eine 
Carboxylgruppe in Lactonform vorfindet. Es wurde dabei sehr wahr- 
scheinlich gemacht, dab auf die ringférmige Struktur des Galakturon- 
siurekomplexes die starke Gel- und Gallertbildung der urspriinglichen 
Pektinverbindungen und der Tetragalakturonséure a und c¢ zuriick- 
zufiihren ist, wahrend die Tetragalakturonsaure b, die eine offene Kette 


1 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 62, 1974, 1929. 





0 


pe ee eee 


e 








upt- 
‘libe 


iden 
uren 
inte. 
aus 
TONn- 
‘ato- 
bei 
‘ber- 
iten 
uren 
tilen 
eist. 
bad- 
wer 
rme| 
In 
iche, 
itto- 
lung 
eine 
| der 
ere 
wohl 
die 
ver- 
‘Inen 
Kon- 
} als 
ngen 
car- 
lesen 
mige 
»kiile 
eine 
vahr- 
iron- 
chen 
riick- 


Cette 





Chemie des Pektins der Obstfriichte. 165 


besitzt, auffallenderweise selbst und in ihren Salzen nur schleimig 
flockige Ausscheidungen liefert. 

Sowohl aus der Riibenpektinsiure, wie aus der Flachspektinsiure, 
wie auch aus allen drei Tetrasiiuren ergab sich bei der Hydrolyse mit 
heiBen Sauren, am besten unter hohem Druck, die monomolekulare 
d-Galakturonsdure mit vollkommen identischen Eigenschaften. Sie 
lie8 sich besonders aus der Tetrasiure a in groBen Mengen bequem 
herstellen und in Form einer a-Modifikation mit absteigender und einer 
B-Modifikation mit aufsteigender Mutarotation gewinnen, die gegen- 
seitig ineinander umgewandelt werden konnten. 


Nachdem so in groBben Ziigen tiber die chemische Zusammen- 
setzung und die Eigenschaften sehr verschiedenartiger Pektine und ihrer 
Abbauprodukte eine gewisse Klarung erfolgt war, schien es von Be- 
deutung, naher zu erforschen, ob auch Pektinstoffe ganz anderer Her- 
kunft einen ahnlichen chemischen Aufbau zeigen oder von wesentlich 
anderer Struktur sind. Von ganz besonderem Interesse schienen in 
dieser Hinsicht die theoretisch und praktisch gleich wichtigen Obst- 
pektine, iiber deren eingehende chemische Untersuchung in der folgenden 
Arbeit berichtet wird. 

In den Obstfriichten finden sich die Pektinstoffe ebenso wie in 
fleischigen Pflanzenwurzeln in ganz besonderem Mabe angereichert. 
Sie bilden den Hauptbestandteil des Fruchtfleisches, dessen Quellungs- 
erscheinungen auf ihre Anwesenheit zuriickzufiihren sind. 

In wasserreichen | Fruchtbeeren sind sie die Ursache des eigen- 
tiimlichen Gelierens der Safte. Wegen des hohen Gehalts ihrer Safte 
an léslichem Pektin sind viele Obstsorten, wie Johannisbeeren, Apfel 
und Quitten von groBer Wichtigkeit fiir die praktische Bereitung von 
Gelees und ahnlichen Obstkonserven. Die Obstpektine bilden einen 
wesentlichen Bestandteil der Fruchtkonserven, Marmeladen, Jams usw., 
mit deren Herstellung sich heute eine recht bedeutende Industrie be- 
schaftigt. In besonderen Fabriken wird aus den Riickstanden der 
Obstsaftpressen und aus Trestern der Obstweine festes Pektin bereitet, 
das man als gelierende Substanz den Obstkonserven zusetzt. Diese 
Fabrikation hat jetzt namentlich in Amerika einen grofen Umfang 
angenommen, wo man besonders in Kalifornien die sehr betrachtlichen 
Obstabfalle auf diese Weise zu verwerten sucht. Auch in Deutschland 
machen sich neuerdings Bestrebungen geltend, Pektin fiir verschiedene 
technische Zwecke aus derartigem Material zu gewinnen. 


Um zunichst einen ungefahren Uberblick iiber die Chemie und die 
Zusammensetzung von Obstpektinen sehr verschiedener Herkunft zu 
erhalten, sind fiir die nachstehenden Untersuchungen als Ausgangs- 
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material in erster Linie das Pektin des Albedos der Orangenschalen 
(citrus aurantium) sowie der Friichte der roten J ohannishbeere (ribes rubrum) 
und der Erdbeere (fragaria elatior) bevorzugt worden. Die Orangen- 
schalen eignen sich besonders fiir die Bereitung von Pektinpraparaten, 
da sie zu mehr als der Halfte ihrer Trockensubstanz aus Pektin be- 
stehen, das in einer leicht extrahierbaren Form darin vorkommt. 
Beerenfriichte wie die Johannisbeeren und Erdbeeren waren deshalb 
fiir die Untersuchungen von besonderem Interesse, weil in ihnen Pektin 
in betrachtlichen Mengen in gequollenem Zustande in einer leicht 
léslichen Form vorhanden und die Ursache ist, daB die Safte dieser 
Obstfriichte eine so auBerordentlich gute Gelierbarkeit zeigen. 


Nachdem Braconnot' im Jahre 1825 zuerst in Fruchtsaften das Pektin 
aufgefunden unc als Ursache ihrer Gelatinierung erkannt hatte, sind in 
der nun iiber 100 Jahre alten Literatur der Pektinstoffe auch die Obst- 
pektine wiederholt Gegenstand der Untersuchungen gewesen. Vor de 
Entdeckung der Galakturonsiiture nahm man auch bei diesen Pektinarten 
an, daB sie den Hemicellulosen nahestehen und im wesentlichen aus An- 
hydriden von Monosacchariden, Pentosen und Hexosen bestehen, und 
vermutete, daB sie auBerdem noch gewisse Siurekomplexe enthalten, tiber 
deren Natur man bis in die neueste Zeit hinein nur Vermutungen anstellen 
konnte. In der ausgedehnten Literatur iiber die Pektine sind in Hinsicht 
auf die untersuchten Fruchtarten, der Orangen, der Johannisbeeren und 
der Erdbeeren, nur gelegentlich vereinzelte Angaben veréffentlicht worden, 
die nur unvollkommene Aufschliisse iiber die darin enthaltenen Pektin- 
verbindungen gewahren. 

Soweit man feststellen konnte, hat sich Bauer? zuerst mit dem Pektin- 
gehalt der Crangenschalen beschaftigt. Er faad in den frischen Frucht- 
hiillen 6% Pektin und gibt an, da’ dieses Produkt bei der Spaltung Fructose, 
Xylose und Galaktose liefert. /1arley? macht dann eingehendere Angaben 
iiber die chemische Beschaffenheit des Pektins. Er hat die mit Alkohol 
vorbehandelten Orangenschalen mit Wasser ausgekocht und durch Fallung 
mit Alkohol aus den wiasserigen Extrakten eine Verbindung von der spezifi- 
schen Drehung [a]p = + 176,6° daraus isoliert mit einem Aschengehalt 
von 5,8°%, der sich vorwiegend aus Calcium und Magnesium zusammensetzt. 
Bei der Hydrolyse fand er aus der Furfuroldestillation und der Oxydation 
zu Schleimséure hergeleitet hauptséchlich Arabinose und Galaktan, konnte 
aber die Angaben Bauers, dais auch Xylose im Orangenpektin vorhanden 
ware, nicht bestétigen. Am eingehendsten ist bisher das Orangenpektin 
von Fellenberg* untersucht worden, dem man die wichtige Entdeckung 
des Methylalkohols in den Fruchtpektinen verdankt. Er isolierte die Pektin- 


1 Braconnot, Ann. Chim. Phys. 28, 173; 30, 96, 1825. 

2 Wehmer, Die Pflanzenstoffe, Jena 1911, S. 396; Bawer, Verh. d. 
Vers. d. Naturf. 2, H. 1, 99, 1900. 

8’ V. Harley, Chem. Centralbl. 1912, I, 1725; Journ. Pharm. Chim. 
(7) 5, 344. 

4 Th. v. Fellenberg, Mitt. a. d. Gebiete d. Lebensmitteluntersuchung u. 
Hygiene, veréffentlicht vom Schweizer Gesundheitsamt 5, 178, 225, 1914; 
diese Zeitschr. 85, 45, 118, 1918. 
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substanz aus den ganzen Orangenfriichten nach dem Verfahren von Bour- 
quelot'-Herissey- Bridel*, indem er die zerkleinerte Fruchtmasse mit Alkohol 
extrahierte, mit Wasser unter Druck auskochte und aus den wiisserigen 
Extrakten mit Alkohol ein ,,Pektin‘* gewann, das im wesentlichen unserer 
Pektinséure entspricht. In dieser Pektinsubstanz ermittelte er von 7,4 bis 
11,4°% sehwankende Werte fiir den Gehalt an Methylalkohol und schloB 
aus den Zahlen der Furfuroldestillation auf einen Gehalt an Arabinose 
von 35,2 bis 41,0%, sowie aus der Oxydation zu Schleimséure auf einen 
Gehalt von 54,8° Galaktose. AuBSerdem veranlaBte ihn der Befund, daB 
ein Teil des erhaltenen Furfurolphloroglucids sich in Alkohol léste, zu der 
Vermutung, daB in seinem Orangenpektin auch Methylpentosen enthalten 
wiiren. Hinsichtlich der Form, in der das Pektin sich im Albedo der Orangen- 
schalen abgelagert findet, glaubt Sucharipa® festgestellt zu haben, daB 
es sich hier um eine chemische Bindung des Pektins an die Cellulose handelt, 
ohne daB fiir diese Hypothese von ihm begriindete experimentelle Beweise 
erbracht werden. SchlieBlich hat noch neuerdings Nelson* im AnschluB 
an die Arbeiten von F. Ehrlich, R. v. Sommerfeld und F. Schubert® Pektine 
verschiedener Herkunft untersucht und behauptet, daB die ven uns im 
Riiben- und Flachspektin in nicht unerheblichen Mengen erhaltene Essig- 
sdure sich in den Fruchtpektinen nicht vorfindet. 


Uber das Pektin der Johannisbeeren liegen in der Literatur bisher 
noch weniger vollkkommene Angaben vor. Nachdem schon Braconnot® im 
Jahre 1831 darauf hingedeutet hatte, daB die Johannisbeere Pektin enthalt, 
haben sich erst T'ollens? und Tromp de Haas eingehender mit der Zusammen- 
setzung dieses Pflanzenstoffs beschaftigt. Sie isolierten aus dem Johannis- 
beersaft durch Fallung mit Alkohol eine offenbar stark verunreinigte Pektin- 
substanz, die neben 5°, Asche und 1°% Stickstoff einen hohen Kohlenstoff- 
gehalt aufwies und bei der Hydrolyse viel ungelést bleibende Stoffe und in den 
gelésten Teilen Pentosenreaktion ergab. T'schirch® und Rosenberg glauben in 
der Intercellularsubstanz ,,Protopektin“‘festgestellt zu haben. Nach Wehmer® 
und Kénig' wird der Gehalt an Pektinstoffen in den frischen Johannis- 
beeren zu 1,47°% und im Safte zu 1,08% angegeben. Das Pektin im Safte 
der Johannisbeeren hat dann auch v. Fellenberg™ isoliert und findet in 
einem Praparat, das ungefaihr unserer Pektinséure entspricht, den Methoxyl- 


1 F. Bourquelot und H. Herissey, Journ. Pharm. Chim. (6) 7, 473, 1898; 
Chem. Centralb]. 1898, IT, 20. 

2 M. Bridel, Journ. Pharm. Chim. (6) 26, 536, 1907; Chem. Centralbl. 
1908, I, 475. 

3 R. Sucharipa, Die Pektinstoffe. Braunschweig 1925. 

4 FE. K. Nelson, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 2945, 1926; Chem. 
Centralbl. 1927, I, 266. 

5 Chem-Ztg. 41, 197, 1917; diese Zeitschr. 168, 263; 169, 13, 1926. 

6 Braconnot, Ann. Chim. Phys. 47, 266, 1831. 

? Tollens und Tromp de Haas, Ann. Chem. 286, 278, 1895. 

8 Tschirch und. Rosenberg, Ber. d. Pharm. Ges. 17, 237, 1907. 

® C. Wehmer, Die Pflanzenstoffe, 8S. 268. Jena 1911. 

10 J, Kénig, Chem. d. menschlichen Nahrungs- u. Genufimittel, 4. Aufl., 
1, 836 u. 883. 

11 Th. v. Fellenberg, Mitt. a. d. Gebiete d. Lebensmitteluntersuchung u. 
Hygiene, veréffentlicht vom Schweizer Gesundheitsamt 5, 178, 225, 1914; 
diese Zeitschr. 85, 45, 118, 1918. 
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gehalt zu 9,3°%, und aus der Furfurolbestimmung einen Gehalt von 46,7 °, 
Arabinose, wobei zu bemerken ist, da die nur einmal von ihm isolierte 
Substanz den hohen Aschengehalt von 2,9°% besaB. SchlieBlich waren 
noch «lie interessanten Versuche von H. Euler! und O. Svanberg zu erwahnen, 
die sich mit der spontanen Koagulation der Safte von verschiedenen Arten 
von Johannisbeeren durch das Ferment Pektase beschaftigt haben. 

Noch sparlichere Angaben finden sich iiber das Pektin der Erdbeer 
Kayser® erwihnt zuerst, daB im Safte der frischen Walderdbeeren 0,56 ° 
Pektin vorhanden ist und T'schirch® und Rosenberg bestatigten spiiter das 
Vorkommen von Pektinstoffen in der Gartenerdbeere. Etwas eingehender 
haben Schryver* und Haynes das Pektin dieser Fruchtart untersucht, 
das sie aus dem Riickstand der ausgepreBten Beeren mit 0,5 %igem 
Ammoniumoxalat extrahierten und aus der Lésung mit Alkohol fillten. 
Sie nahmen an, daB das abgeschiedene Pektin die Forme: C,,H,,0,, besitzt 
und Pentosen als Bestandteile enthalt. 


Da alle diese Untersuchungen vor Entdeckung der Galakturonsiure 
angestellt waren und dementsprechend die Saurenatur der Pektinstoffe 
nur wenig beriicksichtigt haben, so schien es im Hinblick auf die eigen- 
artige Struktur der Pektinsubstanzen, wie sie F. Ehrlich und 
R. v. Sommerfeld® bei der Zuckerriibe und F. Ehrlich und F. Schubert® 
beim Flachs gefunden hatten, von groBem Interesse, Forschungen iiber 
die qualitative und quantitative Zusammensetzung der Pektine der 
erwahnten Obstfriichte namentlich hinsichtlich ihres Gehalts an 
Galakturonsaure und ihrer tibrigen Bausteine durchzufihren. 


Als wichtigstes und iiberraschendes Resultat dieser im folgenden 
naher mitgeteilten Untersuchungen hat sich ergeben, daB die Pektine 
der Orangenschalen, der Johagnisbeeren und Erdbeeren qualitativ aus 
denselben Grundkérpern wie das Pektin der Riibenwurzeln aufgebaut sind 
und dap auch quantitativ sich eine fast vollstdindige Ubereinstimmung des 
Gehalts an einzelnen Spaltkérpern des Pektins der Riibe und der Orangen- 
schalen ergibt, wahrend in dieser Hinsicht die Pektine der J ohannisheeren 
und der Erdbeeren gewisse durch die Darstellungsverfahren und enzymati- 
schen Einfliisse bedingte Unterschiede erkennen lassen. 


Das in den Orangenschalen fast zu jeder Zeit in reichem Mabe zu: 
Verfiigung stehende Ausgangsmaterial erméglichte es, in die Chemie 
des Pektins dieser Fruchtart einen recht genauen Einblick zu erlangen. 


1 H. Euler und O. Svanberg, diese Zeitschr. 100, 271, 1919. 

2 R. Kayser, Repert. analyt. Chem. 1883, 8. 289 nach J. Konig, Chem. 
d. menschlichen Nahrungs- und GenuBmittel, 4. Aufl., 1, 882. 

3 Tschirch u. Rosenberg, Ber. d. Pharm. Ges. 17, 237, 1907. 

4S. B. Schryver und D. Haynes, Biochem. Journ. 10, 539, 1916; 
Chem. Centralbl. 1917, I, 877. 

5 Chem.-Ztg. 41, 197, 1917; diese Zeitschr. 168, 263, 1926. 

6 Diese Zeitschr. 169, 13, 1926. 
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Es zeigte sich, daB nach Entfernung des Farbstoffes und der wasser- 
léslichen Anteile mit Alkohol und lauwarmem Wasser aus der in kaltem 
Wasser unléslichen Marksubstanz der Orangenschalen genau wie bei 
der Zuckerriibenwurzel durch kochendes Wasser ein Hydratopektin 
zu isolieren war, das ganz wie bei der Riibe in ahnlichen Mengen- 
verhaltnissen aus einem Araban und einem Calciwm-Magnesiumsalz 
einer Pektinsdure bestand. Durch achtmaliges Auskochen mit Wasser 
waren 36,3°%, Hydratopektin aus der urspriinglichen Trockensubstanz 
der Orangenschalen zu extrahieren. Ein weiteres Auskochen erschien 
fir die Herstellung gréBerer Pektinmengen nicht angebracht, doch 
lieB sich feststellen, daB der Gesamtgehalt an Pektin in der Trocken- 
substanz der Orangenschalen mehr als 50°, betrdgt. Auch aus den bei 
der Vorbehandlung erhaltenen Ausziigen mit Wasser von 50 bis 55° 
war ein pektinsaures Salz niederzuschlagen, das offenbar schon als 
wasserlisliche Pektinsubstanz im Safte der urspriinglichen Orangen- 
schalen vorlag, dessen Menge aber nur 4,3 °,, der urspriinglichen Trocken- 
substanz betrug. 

In derselben Weise wie beim Pektin aus Zuckerriiben lieB sich das 
Hydratopektin aus Orangenschalen durch Behandlung mit 70° ,igem 
Alkohol entmischen, wobei in fast gleichen Mengenverhaltnissen wie 
bei der Riibe etwa 20°, Araban in Lésung ging, wahrend regelmabig 
etwa 80°, pektinsaures Calcium-Magnesium ungelist zuriickblieben. 
Auch dieses Araban zeigte in seiner Zusammensetzung so gut wie voll- 
stindige Ubereinstimmung mit dem Araban des Riibenpektins. Wie 
dieses bestand es aus einem Gemikch, von verschieden hochmolekularen 
Anhydriden der Arabinose, die eine zwischen [a], = — 35 bis — 171° 
schwankende spezifische Drehung aufwiesen. Es gelang auch der Nach- 
weis, daB dieses Araban bei der Hydrolyse mit Sauren bis zu 90°, an 
Arabinose lieferte, die kristallisiert und durch ihre Drehung sowie durch 
Herstellung von Hydrazonen charakterisiert wurde. Auber durch Saure 
war aber dieses Araban, wie F. Ehrlich und F. Schubert! bei der aus 
Riibenpektin isolierten Substanz gezeigt haben, auch durch ein Ferment 
der Takadiastase, eine Arabanase, in Arabinose zu spalten. Dab es 
sich bei dem Araban um kein zufallig beigemischtes Pentosan handelt, 
sondern um einen regelmabigen Bestandteil des Orangenpektins, ent- 
sprechend den schon friher beim Riibenpektin beobachteten Verhalt- 
nissen, ergab sich nicht allein aus der konstanten Zusammensetzung des 
Hydratopektins, sondern vor allen Dingen auch aus der Tatsache, 
daB direkt aus den Apfelsinenschalen auch durch noch so langes Aus- 
kochen mit 70 %,igem Alkohol eine Extraktion des Arabans nicht méglich 
war, vielmehr erst dann, wenn das urspriinglich in Wasser unlésliche 


1 FP, Ehrlich u. #. Schubert, diese Zeitschr. 208, 343, 1928. 
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Pektin durch Auskochen mit heiBem Wasser eine hydrolytische Aut. 
spaltung erfahren hatte. 

Der zweite in 70 °.igem Alkohol unlésliche Bestandteil des Hydrato- 
pektins der Orangenschalen erwies sich ebenso wie bei den Riiben als 
ein rechtsdrehendes Salz der Pektinsdéure, das durch mehrmaliges 
Umfallen zu reinigen war. Das gereinigte Salz enthielt 5,2°, Asch« 
die auch zur Hauptsache aus Calcium und Magnesium neben Spuren 
von Silicium, Aluminium und Eisen bestand. Aus der mit Salzsiur: 
versetzten Lésung des Calcium-Magnesiumsalzes oder noch einfache: 
aus der salzsauer gemachten Lésung des Hydratopektins JieB sich wiede: 
mit Alkohol eine Pektinsdure gewinnen, die durch mehrfaches Umlisen 
bis auf den sehr geringen Aschengehalt von 0,2°, zu reinigen wat 
Die reine Pektinsaéure aus Orangenschalen zeigt in ihren physikalischen 
und chemischen Eigenschaften besonders groBe Ahnlichkeit mit der 
Pektinséiure aus Zuckerriiben, weniger mit der aus Flachs. Die voll 
kommen getrocknete Substanz bildet ein amorphes weifes Pulver 
das ohne Veranderung je nach dem Feuchtigkeitsgehalt der Luft 10 bis 
15°, Wasser anzieht, aber in feuchter Atmosphare bis zu 35°, ihres 
Gewichts an Wasser enthalten kann. Die Pektinsaure verhalt sich 
wie ein reversibles Kolloid. Sie quillt im Wasser langsam auf und lést 
sich bereits in kaltem Wasser mit schwach gelblicher Farbe. Ganz so. 
wie die bisher bekannten Pektinsduren, zeigt die Orangenpektinsaure in 
wasseriger Lésung nach der kryoskopischen Methode eine Molekular- 
gréBe von 1200 bis 1350. Sie reagiert gegen Lackmus und Phenol- 


; phthalein deutlich sauer. Ihre spezifische Drehung betragt je nach der 


Darstellungsweise und dem dadurch bedingten Reinheitsgrad etwa 
[aly = + 133 bis + 197°. Es konnte dann auch weiterhin noch nach- 
gewiesen werden, daB auch die Orangenpektinsdure eine Estersaure 
ist, deren Carboxylgruppen teils frei, teils an Methylalkohol ge- 
bunden sind. 

Die nahere Untersuchung von verschiedenen hergestellten Pra- 
paraten der Orangenpektinsdure ergab stets, dal} diese genau wie die 
Riibenpektinséure als Haupthestandteil Galakturonsdure und daneben 
Arabinose und Galaktose, sowie Essigsdure und Methylakohol enthalt. 
Zur Ermittlung der quantitativen Zusammensetzung wurden mittels 
einer gegentiber den friiheren Arbeiten wesentlich verbesserten Analysen- 
technik mehrere Priparate von Orangenpektinsaiure untersucht, die 
von gemischten Auskochungen des Hydratopektins herriihrten. Sie 
waren aus dem jeweils erhaltenen Calcium-Magnesiumsalz mit Alkoho! 
und Salzsiure gewonnen und in jedem Falle noch einmal durch Um- 
fallen aus salzsaurer Lésung mit Alkohol gereinigt worden. Hierbei 
lieB sich sowohl durch eine fraktionierte Fallung mit wasserigem Alkoho! 
wie auch durch Ausziehen der zunachst gefallten Pektinséure mit 
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verdiinnterem und konzentrierterem Alkohol immer nur eine Pektin- 
siure von annahernd gleicher Zusammensetzung besonders in Hinsicht 
auf den Gehalt an Galakturonsiure und Arabinose isolieren, und es 
gingen oder blieben immer neben gewissen Verunreinigungen nur 
minimale Mengen Araban in Lésung, das bei der ersten Entmischung 
des Hydratopektins nicht vollkommen herausgelést war. Die feste 
Bindung der Arabinose und Galaktose im Pektinsiuremolekiil lieB sich 
schlieBlich auch dadurch erweisen, daf durch iiberschiissiges Baryt 
in der Kalte die gesamte optisch aktive Substanz in Form des Barium- 
salzes einer d methoxylierten Verbindung aus der Lésung auszufillen 
war, wobei sich im Filtrat keine Spur einer Drehung beobachten lie, 
die auf Kohlehydrate hindeutete. Erst bei langerer Behandlung 
mit tiberschiissigem Baryt in der Kialte wurden aus dem _ un- 
lislichen Bariumsalz Kohlehydratsubstanzen herausgespalten, die 
Fehlingsche Lésung nicht direkt, wohl aber nach dem Erhitzen mit 
Siuren reduzierten und aus denen Arabinose und Galaktose ent- 
haltende Sirupe zu gewinnen waren. Uber die Zugehérigkeit der 
Arabinose und Galaktose zum Pektinsaéuremolekiil kann also wohl 
kaum ein Zweifel bestehen. In der vollkommen getrockneten Pektin- 
siure wurden die in der Tabelle I angegebenen Mengen von Bestand- 
teilen gefunden. 

Bei Betrachtung dieser Analysenzahlen ist zunachst eine recht 
gute Ubereinstimmung hinsichtlich der Menge der einzelnen Bestand- 
teile erkennbar. Sie differieren aber merkbar gegeniiber den friiher fiir 
tiibenpektinsaure gefundenen Werten, die allerdings angesichts der 
damals noch unvollkommenen Methodik unter Vorbehalt mitgeteilt 
waren. Auffallig erschien besonders, daB in der Orangenpektinsaure 
72,2 bis 73,0 °%, Galakturonsiure und 6,9 bis 9,3°, Methylalkohol 
gefunden wurden, also nicht unbetrachtlich mehr als in der Riiben- 
pektinsaure, die nur 64,8 °, Galakturonsiiure und 6,7 °, Methylalkohol 
aufwies. Die ermittelten Mengenverhiltnisse machten die Einordnung 
in ein stéchiometrisches System der Zusammensetzung, wie es bei der 
Riibenpektinsaure versucht worden war, scheinbar unméglich. Es 
entstand daher die Frage, ob es sich bei diesen Pektinsiurepraparaten 
nicht um Gemische verschieden konstituierter Verbindungen handelte. 
Bei der Herstellung dieser Pektinsubstanz war bis dahin so verfahren 
worden, da die aus einer Portion Orangenschalen insgesamt erhaltenen 
wisserigen Auskochungen gemischt auf Hydratopektin und weiterhin 
auf Calcium-Magnesiumsalz und freie Pektinsaéure verarbeitet wurden. 
Es schien nun durchaus méglich, daB die erste Auskochung, die, wie 
sich schon langst gezeigt hatte, stets wesentlich leichter in Lésung 
ging als die darauf folgenden, in irgend einer Weise schon in der Pflanze 
selbst vielleicht durch enzymatische Einfliisse verinderte Pektinsubstanz 








F. Ehrlich u. A. Kosmahly 
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darstellt, die wohl dieselben Bestandteile, aber eine andere prozentuale 
Zusammensetzung des Pektinmolekiils zeigt wie die aus den spateren 
Auskochungen erzielten Praparate. Die weiteren Versuche bewiesen 
dann, daB diese Annahme richtig ist. Die zuerst beim Auskochen des 
Albedos mit Wasser bedeutend leichter in Lésung gehende Pektin- 
substanz zeigt, wie sich mehrfach feststellen lieB, eine von der Pektin- 
substanz der folgenden Auskochung sehr merkbar abweichende Zu- 
sammensetzung. Der erste Auszug, in den stets viel mehr Pektin- 
substanz in kiirzerer Zeit tibergeht als in die folgenden Ausziige, liefert 
nimlich eine Pektinséure, die einen um 10°, hoéheren Gehalt an 
Galakturonséure und einen um etwa 1°, héheren Gehalt an Methyl- 
alkohol aufweist als die Pektinséiuren samtlicher anderen Ausziige, 
wihrend ihr Gehalt an Arabinose um etwa 4°, und an Galaktose 
um 2% niedriger beobachtet wurde. Besonders auffallend war es, 
da8 vom zweiten Auszug an aus den folgenden Extrakten’ Pektin- 
siuren von annahernd iibereinstimmender Zusammensetzung ge- 
wonnen wurden. Die Tabelle II gibt einen Uberblick iiber die 
Zusammensetzung der aus den einzelnen Ausziigen gewonnenen 
Pektinsauren aus dem Albedo der Orangenschalen. Es war dabei, 
wie im experimentellen Teil spater naher ausgefiihrt wird, eine be- 
stimmte Menge vom Farbstoff befreiter Orangenschalen hintereinander 
jedesmal mit der gleichen Menge Wasser ausgekocht worden. Die 
einzelnen dabei erhaltenen Augziige wurden fiir sich auf Pektinsaiure 
verarbeitet. 

Bei Betrachtung der Zahlen der Tabelle ist besonders bemerkenswert 
die gute Ubereinstimmung der Praparate aus dem zweiten und den 
folgenden Ausziigen. Es scheint hier die im wesentlichen in ihrer Zu- 
sammensetzung unberihrte Pektinsiure des urspriinglich wand- 
standigen Pektins des Albedos vorzuliegen, wahrend die deutlich davon 
unterschiedene Zusammensetzung der Pektinséiure aus dem ersten 
Auszug darauf hindeutet, daB es sich in diesem Falle um eine schon 
an sich leichter lésliche, durch bestimmte Umwandlungen in ihrer 
Zusammensetzung verinderte Pektinsubstanz handelt. Vergleicht 
man die innerhalb der Fehlergrenzen angesichts der Schwierigkeiten 
der Methodik leidlich gut iibereinstimmenden Analysenzahlen der 
Orangenpektinsaéure des zweiten bis sechsten Auszuges, so laBt sich 
daraus mit ziemlich groBer Wahrscheinlichkeit berechnen, daB die 
urspriingliche in der Pflanze im Pektin vorhandene Orangenpektin- 
sdure aus 4 Mol. Galakturonsdure, 2 Mol. Methylalkohol, 2 Mol. 
Essigséure und je 1 Mol. Arabinose und Galaktose aufgebaut ist. 
Macht man weiterhin die Annahme, daB das Molekii] der Pektinsaure 
aus diesen Bausteinen unter Entzug von 9 Mol. Wasser aufgebaut ist, 
so wiirde der Orangenpektinséure die Bruttoformel ©,,; Hg 90, zu- 
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kommen, und sie miiBte demnach bei der Hydrolyse nach folgender 
Gleichung zerfallen: 


C4 Hep Ogg + 9 H,O = 40,H,,0, + 2CH,OH + 2CH,. COOH 








Pektinsaure Galakturonsaure Methylalkohol Essigsaure 
1 ‘ | ‘ 
+ 0.8.0, + 0, Bles0,. 
Arabinose Galaktose 


Auf die angegebene Formulierung stimmen, wie die Tabelle zeigt, 
nicht nur die bei Bestimmung der einzelnen Bausteine erhaltenen Werte. 
sondern auch die Zahlen der Elementaranalyse innerhalb der unver- 
meidlichen Fehlergrenzen mit geniigender Anniherung iiberein. Bei* 
der Kompliziertheit der Zusammensetzung der Pektinsiure lieBen sich 
naturgemaB keine absolut sicheren Angaben iiber die Anzahl der 
Molekiile H,O machen, die beim urspriinglichen ZusammenschluB der 
Bausteine ausgetreten sind. Scheinbar wiirde der Entzug von 9 Molekiilen 
H,O zwischen den einzelnen untereinander zusammenhangenden Be- 
standteilen des Pektinséuremolekiils keine Méglichkeit fiir die Auf- 
fassung lassen, daB in der Pektinsdure ein in sich geschlossenes Ring- 
system der Tetragalakturonséure vorkommt, wie es F. Ehrlich und 
F. Schubert fiir die Riibenpektinsaure bewiesen haben. Diese Schwierig- 
keit der Erklarung 148t sich aber beseitigen, wenn man die Méglichkeit 
ins Auge faBt, daB tatsaichlich mehr als 9 Molekiile H,O beim Zusammen- 
tritt der einzelnen Bausteine der Pektinsiure ausgetreten sind, etwa 
10 bis 12 Molekiile, und sich dafiir eine entsprechende Anzahl von 
Molekiilen H,O in irgend einer Weise konstitutiv angelagert haben, 
so da dann wieder dieselbe, oben angenommene Formel zustande 
kommen wiirde. So viel erscheint jedenfalls sicher, daB die Pektinsaure, 
die aus dem ersten Auszug eines offenbar viel leichter léslichen Hydrato- 
pektins gewonnen war, hinsichtlich ihrer Zusammensetzung in den 
Rahmen der hier aufgestellten Forme] nicht hineinpaBt und auch schwer 
in eine andere stéchiometrische Beziehung zu bringen ist. Die einfachste 
Erklarung fiir den hohen Gehalt an Galakturonsiure und Methy|- 
alkohol einerseits und fiir den geringen Gehalt an den Kohlehydraten 
Arabinose und Galaktose andererseits scheint die zu sein, daB auch 
dieser Teil der Pektinsiure in der urspriinglichen Pektinsubstanz mit 
gleicher Zusammensetzung wie die formulierte Pektinsaiure verankert 
war, daf aber durch gewisse Bedingungen schon in der Pflanze selbst. 
etwa durch die Fruchtsauren der Orangenschalen oder durch die Ein- 
wirkung gewisser Enzyme, eine partielle Hydrolyse dieses Pektinsaure- 
anteils stattgefunden hat. Es ist wohl denkbar, daB hierbei ein nicht 
unbetrachtlicher Teil der Arabinose und Galaktose aus dem Verbande 
des Pektinsiurekomplexes herausgesprengt worden ist und dadurch 
der Prozentgehalt der relativ schwerer abspaltbaren Galakturonsaure 
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und des Methylalkohols eine entsprechende Steigerung erfahren hat. 
Es stimmt dies mit den Beobachtungen sehr gut iiberein, die mit ver- 
schiedenstem Pektinmaterial wiederholt gemacht wurden, daB durch 
Erhitzen mit sehr verdiinnten Sauren oder auch schon durch langere 
Bertihrung mit Sauren bei gewéhnlicher Temperatur eine teilweise 
Lostrennung der leichter hydrolysierbaren Kohlehydratanteile der 
Pektinsaure erfolgen kann, wahrend der komplexe Galakturonsaureester 
kaum merkbar angegriffen wird, und daB man auf diese Weise Praparate 
von Pektinsiuren gewinnen kann, die betrachtlich mehr Galakturon- 
siure und Methylalkohol enthalten und dementsprechend eine viel 
héhere Drehung besitzen. Da die freien Pektinsiuren, auch wenn sie 
einen Teil ihrer Kohlehydrate durch Hydrolyse verloren haben, in 
wisserigen Alkoholgemischen keine groBen Unterschiede hinsichtlich 
ihrer Léslichkeit zeigen, ist es erklarlich, daB die zuerst analysierten 
Praparate der Pektinséure ziemlich gleichbleibende Durchschnittswerte 
in der Zusammensetzung aufweisen. Weil ferner Erhitzen mit Wasser 
unter Druck schon zur Abspaltung einzelner Gruppen besonders der 
Kohlehydrate aus der Pektinsaure fiihren kann, so erklart sich auf diese 
Weise ebenfalls der von Fellenberg und anderen Forschern in der 
Pektinsaiure haufig gefundene héhere Gehalt an Methylaikohol, die 
héhere Drehung usw., da diese Praparate meist nach dem Bourquelot- 
schen Verfahren hergestellt waren. Aucl’ die Essigsiiure scheint unter 
diesen Bedingungen betrachtlich weniger als die Arabinose und Galaktose 
aus dem Molekiilverbande der Pektinsaure herausgesplittert zu werden, 
so daB der SchluB berechtigt erscheint, daB die Acetylgruppen in der 
Pektinsaure sich nicht in Bindungen mit der Arabinose und Galaktose, 
sondern mit dem Galakturonsiurekomplex befinden. Jedenfalls ist 
durch die Analysen, die mit einer groben Anzahl von Praparaten an- 
gestellt sind und durch weitere Untersuchungen an den anderen Obst- 
pektinen eine Bestatigung erfahren, der klare Beweis erbracht, daB die 
Annahme Nelsons!, wonach Essigsaure in den Fruchtpektinen praktisch 
nicht vorkommen soll, in keiner Weise zu Recht besteht. 


Die vollkommene Ubereinstimmung des Pektins der Orangen- 
schalen mit dem der Zuckerriiben lie sich dann besonders schén da- 
durch erweisen, daB es durch eine milde Hydrolyse auch hier gelang, 
den Galakturonséiurekomplex fiir sich aus dem Verbande des Pektin- 
siuremolekiils herauszusprengen. Durch Erhitzen mit 5 °,iger Salzsaure 
von Pektinsaure, ihrem Calcium-Magnesiumsalz oder direkt ausgehend 
vom Hydratopektin war es méglich, aus Orangenschalen dieselben dres 
Tetragalakturonsduren mit vollkommen gleichen chemischen und physikali- 


1 E. K. Nelson, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 2945, 1926; Chem. 
Centralbl. 1927, I, 266. 
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schen Eigenschaften darzustellen, wie sie F. Ehrlich und F. Schubert! aus 
dem Riibenpektin isoliert und eingehend beschrieben haben. Auf diese 
Weise wurde die in Salzsiure unlésliche T'etragalakturonsdure a von der 
spezifischen Drehung [a], — + 277° gewonnen, die mit Alkali in die eben. 
falls in Salzsdure unlésliche T'etragalakturonsdure c von der spezifischen 
Drehung [a]p = + 286° umgewandelt werden konnte, und schlieBlich 
wurde aus den Filtraten die in Alkohol unlésliche Tetrasdure b von der 
spezifischen Drehung [a]p) =: + 240° abgeschieden, ganz _ iiberein- 
stimmend mit den Beobachtungen, wie sie friiher beim Riibenpektin 
gemacht worden sind. Diese Befunde kénnen indirekt auch als weitere 
Beweise fiir die von F. Ehrlichund F.. Schubert ausgesprochene Anschauung 
gelten, daf die Tetragalakturonsiure a und c aus ringférmig zu- 
sammengebauten Galakturonsauremolekiilen konstitutiert sind, wahren¢| 
die von diesen beiden Sauren in ihren Eigenschaften stark abweichencd 
Tetragalakturonsiure b sich aus einer offenen Kette aneinander- 
gelagerter Galakturonsauremolekiile zusammensetzt. 


Als wesentlichstes Resultat der Arbeit ergab sich dann ab- 
schlieBend, da aus diesen Tetragalakturonsiuren bei der Total- 
hydrolyse mit Sauren unter Druck die d-Galakturonsdure kristallisiert 
sowohl in der a- wie in der f-Modifikation in allen Reaktionen und 
Konstanten mit der gleichen Verbindung aus Riibenpektin identisch 
gewonnen werden konnte. 


Bei der Untersuchung der Johannisheeren zeigte es sich zunachst, 
daB die Pektinsubstanz in diesen Beerenfriichten in einer wesentlich 
anderen physikalischen Struktur vorliegt als in den Orangenschalen, 
was sich schon aus dem verschiedenen anatomischen Bau der beiden 
Friichte erklaren 148t. Wahrend in den Orangenschalen nur ein relatiy 
kleiner Teil (kam 10°.) der gesamten Menge an Pektin sich im Saft 
gelést befindet, die Hauptmenge aber als feste Masse in den Schalen 
eingebettet den wesentlichsten Teil der Trockensubstanz bildet, wurde 
festgestellt, daB fast die Halfte des gesamten Pektins in den Johannis- 
beeren im Safte gelést vorliegt und daB auch der iibrige Teil des Pektins 
im Safte der Beeren vorwiegend in gequollenem Zustande in einer 
kolloidalen Form vorhanden ist, die verhaltnismaBig leicht in kochendem 
Wasser in Lésung geht. Diese eigentiimliche physikalische Beschaffen- 
heit des Johannisbeerpektins bedingt wohl auch die besondere Eignung 
der Johannisbeeren zur Bereitung von Obstgelees, von der man seit 
langer Zeit Gebrauch macht. Die chemische Untersuchung sowoli! 
des im Saft der Johannisbeeren gelésten Pektins wie desjenigen 
Pektins, das aus dem Fruchtfleisch erst mit lauwarmem Wasser (5." 


1 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 62, 1974, 1929. 
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und dann mit kochendem Wasser herausgelést wurde, lieB erkennen, 
daB diese Pektinart die gleichen Bausteine aufwies, wie die bisher 
erforschten und im wesentlichen auch eine sehr ahnliche quantitative 
Zusammensetzung zeigte. Der experimentellen Bearbeitung dieses 
natiirlichen Materials stellten sich allerdings recht betrachtliche 
Schwierigkeiten entgegen, die zum Teil dazu fiihrten, daB nicht so 
eindeutige und vollstandige Resultate auf diesem Gebiet erzielt werden 
konnten, wie dies beim Pektin der Riiben und der Orangenschalen 
bisher méglich war. Insbesondere gestaltete sich die Abtrennung der 
Pektinstoffe der Johannisbeeren von dem Farbstoff recht miihevoll 
und verlustreich. Auch war es haufig nicht zu vermeiden, daB bei der 
langeren Dauer der Verarbeitung des Saftes und der Friichte ein Teil der 
urspriinglich gelésten Pektinsubstanz sich dadurch der Untersuchung 
entzog, daB er sich durch ein Ferment des Saftes, die Pektase, in eine 
unlésliche, auch durch heiBes Wasser nicht in Lésung zu bringende 
Verbindung verwandelte. Ferner stellte es sich erst im Verlauf der 
Untersuchungen heraus, da8 es fiir die Gewinnung von Hydratopektin 
nicht gleichgiiltig ist, ob man die ganze Beerenmasse mit kochendem 
Wasser extrahiert oder diese Prozedur erst nach Abtrennung der Kerne 
von den fleischigen Teilen der Beeren vornimmt. Wie sich zeigte, geht 
nimlich beim Auskochen der Kerne mit Wasser eine Substanz in Lésung, 
die ahnlich wie Pektinsiure mit Alkohol aus wiisseriger Lésung fillbar 
ist, hemicelluloseartigen Charakter besitzt und trotz mancher Ahnlich- 
keiten von der eigentlichen Pektinsaure, der sie unter diesen Umstinden 
als Verunreinigung beigemengt ist, eine merkbar abweichende Zu- 
sammensetzung aufweist. Fir die Untersuchung wurde daher spiter 
nur die aus dem abgepreBten klaren Safte mit Alkohol fallbare und 
die aus dem kernlosen Fruchtfleisch mit Wasser von verschiedenen 
Temperaturen ausgezogene Pektinsubstanz verwendet. Es lieB sich 
dabei wieder zeigen, daB auch die im Saft geléste Verbindung ein aus 
Araban und Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure bestehendes 
Hydratopektin darstellt und daB auch dieselbe Mischung der beiden 
Substanzen beim Auskochen des im kaltem Wasser unléslichen Frucht- 
fleisches gebildet wird. Offenbar ist das lisliche Pektin des Saftes der 
Johannisbeeren durch die hydrolysierende Wirkung eines Enzyms aus 
einer urspriinglich in kaltem Wasser unléslichen Pektinsubstanz hervor- 
gegangen, in ahnlicher Weise, wie nach dem Befunde F. Ehrlichs' 
durch ein Ferment der Takadiastase das wandstindige Pektin des 
Riibenmarks und des Albedos der Orangenschalen in lésliches Hydrato- 
pektin verwandelt wird. Auch sonst waren ganz ahnliche Verhaltnisse 
in der Zusammensetzung des Pektins der Johannisbeeren zu beobachten. 


1 F. Ehrlich, Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 1312, 1927; 42, 599, 1929. 
Biochemische Zeitschrift Band 212. 12 
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Wie bei den Riiben und Orangenschalen bestand auch das aus de», 
Fruchtfleisch der Johannisbeeren ausgekochte Hydratopektin zu etwa 
20°, aus Araban und zu etwa 80°, aus dem Calcium-Magnesiumsaly. 
der Pektinsaure, und fiir das im Saft geléste Pektin lieB sich ebenfalls 
ein ahnliches Mischungsverhaltnis zwischen den beiden Substanze1 
wahrscheinlich machen. Die Zusammensetzung der in den einzelnen 
Fallen aus Johannisbeeren isolierten Pektinsdure nach den Stichproben 
einzelner Analysenresultate ergibt sich aus der Tabelle III. 


Aus diesen Zahlen ist leicht ersichtlich, daB das beim Auskochen 
bei 100° aus dem kernhaltigen Fruchtfleisch gewonnene Priaparat 
von ,,Pektinsaure* betrachtlich niedrigere Werte fiir die spezifische 
Drehung, sowie fiir den Gehalt an Galakturonsiiure und Methylalkoho! 
aufweist und dadurch sehr merkbar in seiner Zusammensetzung von 
den iibrigen Praparaten abweicht, die alle eine ahnliche, recht hohe 
Drehung und einen gréBeren Gehalt an Galakturonsiure und Methy!|.- 
alkohol besitzen. Aus Mangel an Material war es nicht méglich, auch 
Zahlen fiir den Gehalt an Galaktose beizubringen, doch l48t sich aus 
verschiedenen Anzeichen folgern, daB auch dieses Kohlehydrat in der 
Pektinsiure aus Johannisbeeren enthalten ist. Bei Betrachtung der 
vorstehenden Analysenzahlen fallt besonders der recht hohe, bis zu 
78,8 %, steigende Gehalt an Galakturonsdure der J ohannisbeer- Pektinsdure, 
sowie der nicht minder hohe, bis zu 12,5°% reichende Gehalt an 
Methylalkohol auf, und entsprechend dem sehr hohen Galakturonsiure- 
gehalt ist ferner die recht hohe, zwischen + 208 bis + 223° liegende 
spezifische Drehung bemerkenswert. Diese abnorme Zusammensetzung 
1aBt es auch unméglich erscheinen, die verschiedenen Molekularanteile 
der Pektinséure aus Johannisbeeren in den Rahmen der Formel einzu- 
passen, die oben fiir Orangenpektinsaure aufgestellt wurde. Dagegen 
scheint die Zusammensetzung der meisten Praparate der Johannisbeer- 
pektinsiure, von manchen Differenzen abgesehen, groBe Ahnlichkeit 
mit dem Analysenwerte derjenigen Orangenpektinsaure aufzuweisen, 
die sich bei der ersten Auskochung des Albedos der Orangenschalen 
mit heiBem Wasser ergaben, besonders soweit die hohe Drehung und 
der entsprechend gesteigerte Galakturonsduregehalt in Frage kommt. 
Man wird annehmen miissen, daB, ahnlich wie dieser Anteil der Orangen- 
pektinsaure, ein anscheinend viel betrdchtlicherer Prozentsatz der J ohannis- 
beerpektinsdiure durch Einwirkung der Enzyme des Saftes wnd vielleicht 
auch der darin enthaltenen Fruchtsdiuren partiell einen hydrolytischen 
Abbau erfahren hat, der zur Absprengung einzelner Gruppen des Molekiils 
gefiihit hat, so daB in allen Praparaten der Johannisbeerpektinsaure, 
die isoliert werden konnten, Gemische der urspriinglichen Pektinsdur« 
mit solchen vorliegen, die zum Teil einzelner Gruppen beraubt sind. Da 
wir bisher noch wenig tiber die pflanzenphysiologischen Vorgiange 
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wissen, die zur Bildung, zur Anhaufung und zum Abbau des Pektins 
in einzelnen Pflanzenteilen fiihren, so scheint es durchaus denkbar 
daB die besonderen anatomischen Verhiltnisse in den Johannisbeeren, 
in denen das Pektin, wie bereits erwahnt, in sehr reichlichem Mabe 
gelést ist und zum Teil in einer besonderen gequollenen Form vorkommt. 
das Pektin dieser Beeren den Einwirkungen und Veranderungen der 
darin befindlichen Enzyme besonders zuginglich machen. Hierdurch 
und durch die sonstigen Schwierigkeiten der Verarbeitung wird es 
sich erklaren lassen, da die Isolierung einer einheitlich zusammen- 
gesetzten Pektinsaure aus diesem Pflanzenmaterial so gut wie unméglich 
ist, und daB immer nur Gemische chemisch bereits veranderter Pektin- 
sduren aus den Beeren abzuscheiden sind. 

Bei der Untersuchung der Pektinstoffe der Erdbeeren ergaben sich 
zum groBen Teil ganz ahnliche Verhialtnisse wie bei den Johannisbeeren. 
Auch hier war das Pektin in der tiberwiegenden Menge (bis zu etwa 60 °,,) 
als Hydratopektin im Saft gelést. Dieses Hydratopektin zeigte wieder 
mit dem aus den PrefSriicksténden durch Auskochen gewonnenen 
weitgehende Ubereinstimmung. Die aus dem Saft und aus den Ausziigen 
der PreGriickstande zu erhaltenden Praparate der Erdbeerpektinsdur: 
von denen einzelne Bestandteile untersucht wurden, erwiesen sich als 
sehr ahnlich zusammengesetzt und waren ebenso wie die Pektinsaure 
aus Johannisbeeren durch ihren hohen Gehalt an Galakturonsdéure und 
Methylalkohol, sowie durch die hohe spezifische Drehung ausgezeichnet, 
wie aus der Tabelle IV ersichtlich. 

Wie die Analysenzahlen zeigen, ist auch bei der Erdbeerpektinsdure 
der Anteil des Methylesters der Galakturonsture besonders angereichert, 
wahrend der Arabinosenanteil und wohl auch der nicht naher unter- 
suchte Galaktosenanteil entsprechende Minderung erfahren haben. 
Auch hier ist ein partieller Abbau der urspriinglichen Pektinsdure durch 
Enzyme des Saftes anzunehmen, so dab es auch in diesem Falle nicht 
méglich war, Priparate einer einheitlich konstituierten Pektinsaure 
zu isolieren. Ebenso wie bei den Johannisbeeren erscheint es auch bei 
den Erdbeeren durchaus méglich, daB je nach dem Reifegrad und je 
nach der Dauer der Einwirkung der verschiedenen in den Saften vor- 
kommenden Enzyme sich immer nur Pektinséuren verschiedener 
Ubergangsformen mit untereinander differierender Zusammensetzung 
gewinnen lassen werden. DaS im Grunde aber das Pektinsiuremolekii! 
bei allen diesen Friichten ganz analog dem des Riibenpektins aufgebaut 
sein mu, ging daraus hervor, daB aus dem Calcium—Magnesiumsalz 
der Pektinsiure in ganz derselben Art durch Spaltung mit Salzsaure 
Tetragalakturonsdéure a und b mit genau identischen Eigenschaften 
erhalten werden konnte, wie dies beim Riiben- und Orangenpektin 
geschehen war. Die in Mengen von 44,4°%, gewonnene Tetrasaure a 
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Tabelle IV. 


Zusammensetzung verschiedener Priparate von Pektinséure aus Erdbeeren. 





ES S 7 ey — Methyl Essige Arabie Galak- 
= Ausgangsmaterial renung siure ‘*kohol  siure nose tose 
Nr. l«]) 0 0 0 0 0 0 6 %lo 
‘3 | 
| AbgepreBter Saft aus 
frischen Erdbeeren + 213,0° | 79,3 9,7 — _ 
Il Wasserige Extrakte aus 


frischen abgepreBten 


Erdbeeren (bei 55°) . + 210,0°| 78,9 | 10,1 — _— 


III Wasserige Extrakte aus 
frischen abgeprebten 
Erdbeeren (bei 100°) + 192,69 79,7 9,7 | 10,5 | 6,55 — 





= 1 g neutra- Auf ee 
. i Substanz bezogen 
a : Molekular- lisiert Asche 
: Ausgangsmaterial gewicht - — r- iain = ars 
Nr. NaOH 0 0 0 0 9/6 
I AbgepreBter Saft aus 

frischen Erdbeeren . . -- 18,3 — -- - 
II Wasserige Extrakte aus 

frischen abgepreBten 

Erdbeeren (bei 55°) . . 1280 16,1 0,53 43,32 5,19 
III, Wasserige Extrakte aus 

frischen abgeprebten 

Erdbeeren (bei 100°) . — 12,0 -— - - 


— ist nicht bestimmt. 


zeigte eine Drehung von [a]p = + 276,8°, die zu 23,0°, gewonnene 
Tetrasaure b zeigte eine Drehung von [a], = + 215,4°. 

AbschlieBend geht also aus diesen Untersuchungen so viel hervor, 
daB die Obstpektine im Grunde dieselbe Zusammensetzung wie die Wurzel- 
pektine zeigen und nur dadurch von diesen wesentlich unterschieden sind, 
daB sie sich in gréBeren Mengen im Safte der Friichte in wasserlislicher 
Form vorfinden. Gréfere Unterschiede zeigen sich bei beiden Pektinarten 
hinsichllich der Zusammensetzung der Pektinsdiuren, die je nach dem 
anatomischen Bau und dem Reifegrad der Friichte durch enzymatische 
Einwirkung einen partiellen Abbau und eine dadurch bedingte V erdnderung 
in der Zusammensetzung erfahren kann, wobei zumeist eine Anreicherung 
im Gehalt an Galakturonsdéure und Methylalkohol eintritt und dem- 
entsprechend ein verminderter Gehalt an Kohlehydraten, wie Arabinose 
und Galaktose und auch an Essigsiure zu beobachten ist. Es wird Gegen- 
stand weiterer Untersuchungen bleiben miissen, ob auch in anderen 
Obst- und Fruchtsorten sich derartig veriinderte Pektinséuren vorfinden, 
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und ob es mdéglich ist, aus solchen natiirlichen Gemischen ahnlich wi 
aus den Orangenschalen einheitlich konstitutierte Pektinverbindungey 
abzuscheiden. 


Beschreibung der Versuche, 
Allgemeine Methodik der Untersuchungen. 


Die zur Untersuchung gelangenden Friichte oder Fruchtteile wurden 
entweder direkt verarbeitet oder zuvor erst an der Luft getrocknet ode 
zur langeren Konservierung unter Alkohol aufbewahrt. Vor der eigentlichen 
Gewinnung des Pektins wurden aus dem zerkleinerten Rohmaterial mit 
Alkohol die Farbstoffe, Ole, Fettsubstanzen usw. nach Méglichkeit entfernt. 
Die in den urspriinglichen Friichten geléste Pektinsubstanz wurde entweder 
durch Fallung mit Alkohol aus den direkt enthaltenen PreSsaéften der 
Friichte niedergeschlagen oder durch Ausschiitteln des mit Alkohol vor- 
behandelten lufttrockenen Fruchtfleisches mit kaltem Wasser oder Wasser, 
das auf 55° erwirmt war, extrahiert und aus den geklarten Extrakten mit 
Alkohol zur Fillung gebracht. Von dem gelésten Pektin der Safte wurde 
auf diese Weise nur das in Alkohol unlésliche Calcium-Magnesiumsalz de: 
Pektinséure gewonnen, wihrend das Araban mit den tibrigen Fruchtsaft- 
bestandteilen in der Lésung verblieb. 

Zur Gewinnung des in kaltem Wasser unléslichen Pektins der Geriist- 
oder Intercellularsubstanz der Obstfriichte wurde die zerkleinerte und mit 
Alkohol extrahierte Fruchtmasse gewéhnlich erst mehrfach mit Wasser 
von etwa 55° zur méglichst vollstandigen Entfernung der wasserléslichen 
Substanzteile wie Zucker usw. ausgezogen. Den dabei verbleibenden, in 
kaltem Wasser unldslichen Riickstand kochte man nunmeh wiederholt 
bis zur annéhernden Erschépfung mit Wasser aus. Die jedesmal erhaltenen 
geklarten Ausziige wurden in der Weise verarbeitet, daf} man die wiasserigen 
Extrakte einzeln fiir sich oder gemischt entweder in Porzellanschalen aut 
dem Wasserbad oder im Vakuum bei etwa 50° zur Trockne verdampfte. 
Der in Form des Hydratopektins verbleibende Riickstand wurde durch 
mehrfache Behandlung mit 70%igem Alkohol bei gewéhnlicher Tem- 
peratur uad bei Wasserbadwarme in Araban und das Calcium-Magnesium- 
salz der Pektinsaure zerlegt. 


Aus den alkoholischen Ausziigen erhielt man durch Verdampfen des 
Alkohols das Araban als sirupése oder harte bréunliche Masse, die direkt 
oder durch Alkohol verschiedener Konzentration in einzelne Fraktionen 
zerlegt auf ihre Linksdrehung und auf die bei der Hydrolyse mit Sauren 
auftretende Rechtsdrehung untersucht wurde. Der Gehalt des Arabans 
an Arabinose wurde aus der bei der Salzsiuredestillation sich ergebenden 
Menge Furfurol nach der Methode von Kriiger-Tollens! ermittelt. In einzelnen 
Fallen wurde auch das Araban durch Kochen mit verdiinnter Schwefelsaure 
zu 1-Arabinose hy¢rolysiert, diese aus dem Hydrolysengemisch nach Fallung 
der Schwefelsiure mit Bariumcarbonat durch Extraktion mit Alkoho! 
kristallisiert gewonnen und auf ihre spezifische Drehung, den Schmelz- 
punkt sowie die spezifische Drehung ihres Benzylphenylhydrazons oder 
Diphenylhydrazons untersucht. In einem Falle lieB sich auch zeigen, dal 
Takadiastase das Araban ebenfalls zu 1-Arabinose hydrolysiert. 


van der Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Be- 
stimmung der Monosaccharide usw., Berlin 1920, 8S. 63. 
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Das in 70% igem Alkohol ungelést verbleibende Calciwm-Magnesium- 
salz der Pektinsdure war durch Wiederlésen in Wasser und Umfallen mittels 
Alkohols weiter zu reinigen. Das so gewonnene Praéparat diente dann zur 
Bestimmang der spezifischen Drehung, des Aschengehalts und der iibrigen 
Bestandteile. 


Gewoéhnlich wurde das aus Mischpraéparaten oder einzelnen getrennten 
Extrakten herriihrende Calcium-Magnesiumsalz auf die freie Pektinsdure 
in der Weise verarbeitet, daB man aus dem Salz unter Erwarmen eine 
verdiimnte wiisserige Lésung herstellte, diese durch Filtration iiber Kieselgur 
nach Méglichkeit zu kliren versuchte und aus der abgekiithlten, mit wenig 
Salzséure versetzten Lésung mit tiberschiissigem Alkohol die Pektinsaéure 
ausfallte. Die in gallertartigen Flocken sich abscheidende Verbindung 
wurde nach gutem Absitzen auf groBe Saftfilter gebracht, zunaéchst auf 
diesen mit salzséurehaltigem Alkohol gewaschen, dann mehrmals vom 
Filter heruntergenommen und jedesmal in frischem Alkohol suspendiert, 
darauf nochmals auf dem Filter und schlieBlich nach allmahlicher 
Schrumpfung und Erhartung der Substanz auf der Nutsche zur vdlligen 
Entfernung der Salzsiure und léslicher Beimengungen griindlich mit 
Alkohol und Ather gewaschen. Nach Vertreibung des Athers durch einen 
Luftstrom und Verreiben der Substanz in einem Achatmorser lieB sich die 
Pektinsaéure in Form eines lockeren, meist fast farblosen und nur wenig 
Asche enthaltenden Pulvers gewinnen, das, an der Luft aufbewahrt, durch- 
schnittlich 12 bis 15°% Wasser enthielt. Durch zwei- bis dreimaliges Um- 
fallen aus wasseriger Lésung mit Salzsiure und Alkohol und gleiche Auf- 
arbeitung konnte man in einzelnen Fallen noch reinere Praparate mit 
einem minimalen Asthengehalt von 0,2°%, erzielen. Zur Analyse wurde 
die Pektinsaure stets unmittelbar vorher im Vakuum bei 78° iiber Phosphor- 
pentoxyd 5 bis 6 Stunden bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Unter- 
suchungen geschahen nach den folgenden Bestimmungsmethoden : 


Elementaranalyse und Aschengehalt. Die auf dem Porzellanschiffchen 
abgewogene Substanz wurde in der Trockenpistole vollstandig getrocknet 
und dann direkt wie iiblich zur Bestimmung von C und H im Verbrennungs- 
rohr verbrannt. Ihr Aschengehalt wurde durch Riickwaigung des Schiffchens 
ermittelt und bei der Berechnung der Elementaranalyse in Abzug gebracht. 


Die spezifische Drehung wurde mit etwa 2% iger wiasseriger Lésung 
ermittelt, die nétigenfalls mit Kieselgur zuvor klar filtriert war. 


Aziditét. Gewogene Mengen der Pektinséure oder ein aliquoter Teil 
der Polarisationsfliissigkeit wurden mit n/10 Lauge gegen Phenolphthalein 
titriert. Der zur Neutralisation erforderliche Verbrauch an n/10 Lauge 
wird im folgenden gewdhnlich auf 1,0 g getrocknete Pektinséure berechnet 
angegeben. 


Molekulargewichtsbestummung. Diese wurde in wiasseriger Lésung 
zumeist mit der Polarisationsfliissigkeit nach der kryoskopischen Methode 
ausgefiihrt. 


Galakturonsdure. Zur Ermittlung des Gehalts an Galakturonsaure 
wurde die trockene Pektinséure mit Salzsaéure destilliert und aus dem 
dabei abgespaltenen und aufgefangenen CO, entsprechend der Gleichung 
C,H,,0, = C,H,O, + 3H,O + CO, durch Multiplikation mit dem 
Faktor 4,4 die Menge Galakturonséiure (C,H,,O,;) berechnet. Die Aus- 
fiihrung der Bestimmung geschah im wesentlichen nach der Methode von 
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Tollens-Lejévre! unter Beriicksichtigung einzelner Abénderungen de: 
Apparatur und der Ausfiihrungsform, wie sie von van der Haar® und von 
F. Ehrlich und F. Schubert? angegeben sind. Gewdhnlich wurde 0,5 bis 
10g Substanz in 100cem 12%iger Salzsiure (D = 1,060) 8 Stunden 
lang erhitzt. Parallelbestimmungen zeigten zumeist eine Ubereinstimmung 
der Werte bis zu 0,1 °% COy,, entsprechend etwa 0,5°% Galakturonsaéure. 


Methylalkohol. Er wurde nach der Methode von Zeisel-Fanto-Stritar 
durch Abspaltung mit konzentrierter Jodwasserstoffsiure in  iiblicher 
feise bestimmt und aus dem erhaltenen Jodsilber der Gehalt an Methoxy! 
bzw. Methylalkohol berechnet. In einzelnen Fillen wurde der Methy!- 
alkohol auch nach v. Fellenberg+ durch Verseifung ermittelt, indem man 
gegen Phenolphthalein eine wisserige Pektinsiéiurelésung zunichst mit 
n/10 Natronlauge neutralisierte, dann die Lésung mit einem gréBeren 
UberschuB an n/10 Lauge etwa 2 Stunden stehen lieB und schlieBlich mit 
n/10 Schwefelsdure zuriicktitrierte. Aus der durch Verseifung des Methy|- 
alkohols in der Kalte verbrauchten Menge an n/10 Lauge lieB sich dann 
der Gehalt an Methoxyl bzw. Methylalkohol berechnen. Die Zahlen stimmten 
im allgemeinen mit den durch die Zeisel-Fanto-Stritar-Methode erhaltenen 
leidlich tiberein, wurden indes mitunter zu hoch gefunden, wenn man mit 
einem zu groBen Uberschu8 von Alkali arbeitete und die Verseifungs- 
dauer zu lange audehnte. In diesen Fillen wurde offenbar bereits ein 
Teil der Acetylgruppen durch Alkalihydrolyse abgesprengt. 


Essigsdure. 2 bis 5g Pektinsiure wurden in 100 bis 200 cem Wasser 
gelést, mit so viel verdiinnter Natronlauge versetzt, daB die Gesamtfliissig- 
keit nach Neutralisation und Verseifung der Methoxylgruppen noch etwa 

. 0,2% freies Alkali enthielt. Nunmehr wurde sie auf dem Wasserbad in 
einem mit Riickflu@kiihler und Natronkalkrohr versehenen Kolben zur 
vollsténdigen Abspaltung der Acetylgruppen ungefahr 5 Stunden erhitzt. 
Darauf séuerte man die Lésung mit so viel Schwefelséure an, da& in der 
Gesamtfliissigkeit etwa 2°% freie Schwefelstiure im Uberschu8 vorhanden 
war und destillierte die Lésung im Wasserdampfstrom unter méglichstem 
Ausschlu8 der Kohlenséure der Luft. Zu diesem Zweck wurde in dem 
Dampferzeugungskessel das Speisewasser mit Barythydrat versetzt, das 
untere Ende des zur Kondensierung des Dampfes dienenden Kiihlers mit 
einem Vorsto8 und einer Saugflasche mittels Kautschukverschlusses fest 
verbunden und an den Stutzen der Saugflasche vermittelst eines Gummi- 
scblauches noch eine mit Natronkalk gefiillte Réhre angeschlossen. Das 
iibergehende Destillat wurde zu je 1 bis 2 Litern jedesmal mit n/10 Lauge 
gegen Phenolphthalein neutralisiert. Zur vollstaéndigen Ubertreibung der 
Essigséure waren je nach der angewandten Substanzmenge etwa 8 bis 
12 Liter Destillat erforderlich. Die Destillation wurde zumeist abgebrochen, 
wenn fiir die Neutralisation des letzten Liters nur noch etwa 1,0 cem n/10 
Lauge nétig war. Die zuletzt iibergehende fliichtige Saure bestand im 


1 Ber. 40, 4513, 1907. 

2 Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Bestimmung der Mono- 
saccharide usw., Berlin 1920, S. 71. 

* Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 62, 1974, 1929. 

4 Th. v. Fellenberg, Mitt. a. d. Gebiete d. Lebensmitteluntersuchung u. 
Hygiene, veréffentlicht vom Schweizer Gesundheitsamt 5, 178, 225, 1924; 
diese Zeitschr. 85, 45, 118, 1918. 
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wesentlichen aus Ameisenséure, die waihrend der ganzen Dauer des Er- 
hitzens mit Schwefelséure sich fortwihrend infolge eines Zersetzungs- 
vorganges aus den Kohlehydratsubstanzen der Pektinsaure bildet, ursprimg- 
lich also in der Pektinséure nicht enthalten war. Die Menge der Ameisen- 
siure schwankt naturgem&B je nach der Dauer des Erhitzens mit Schwefel- 
saure. Zur Zerstérung der Ameisenséure! wurden die gesamten mit Natron- 
lauge deutlich alkalisch gemachten Destillate in Porzellanschalen bis auf 
etwa 200 ccm eingedampft, die erhaltene Lésung in einen Kolben iiber- 
gespiilt und darin mit einer Lésung von 40 g konzentrierter Schwefelsiéiure 
und 9g Kaliumbichromat in 100ccm Wasser unter Riickfluikiihlung 
2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Die Fliissigkeit unterwarf man 
dann nochmals direkt einer erschépfenden Wasserdampfdestillation. In 
den gesamten erhaltenen Destillaten wurde die Essigséure wie iiblich mit 
n/10 Lauge titrimetrisch bestimmt. 


Arabinose. 0,3 bis 0,5g Pektinsiéure wurden in 100ccem 12°%iger 
Salzsiure (D = 1,060) gelést, nach der Methode von Tollens-Kriiger- 
Kréber® destilliert und das iibergehende Furfurol in der bekannten Weise 
in Form des Furfurolphloroglucids bestimmt. Da bei diesem Zersetzungs- 
vorgang sowohl aus der Arabinose wie aus der Galakturonséure der Pektin- 
siure Furfurol entsteht, mu8te zur Ermittlung des Gehalts der Pektinsaéure 
an Arabinose von der Gesamtmenge des erhaltenen Furfurolphloroglucids 
der auf die Abspaltung aus Galakturonséure entfallende Anteil in Abzug 
gebracht werden. Nach den Untersuchungen von F. Ehrlich und F.. Schubert® 
wird ein Teil Furfurolphloroglucid von 2,64 Teilen Galakturonséure 
(CgH,,0,) gebildet. Der mit den Resultaten der Methode von Tollens- 
Lejévre berechnete Galakturonséuregehalt der Pektinséiure ergibt durch 
Division mit dem Faktor 2,64 die Menge Furfurolphloroglucid, die aus 
der Galakturonséure entstanden ist. Zieht man diese von der im ganzen 
erhaltenen Menge an Furfurolphloroglucid ab, so laBt sich auf diese Weise 
ohne weiteres der aus Arabinose entstandene Anteil des Furfurolphloro- 
glucids und auf Grund der Kréberschen Tabellen* weiterhin auch der 
eigentliche Gehalt der Pektinsaéure an ]-Arabinose ermitteln. 


Galaktose. Zur Bestimmung der Galaktose wurde die Pektinsaéure 
zunachst mit verdiinnter Schwefelséure bis zur vollstaéndigen Absprengung 
der Kohlehydrate hydrolysiert und in der neutralisierten Lésung durch 
Vergérung die Menge der Galaktose ermittelt. 


Fiir die vollstandige Hydrolyse geniigte es, wenn man etwa 1,2 bis 2,0¢ 
der trockenen Pektinséure in 20 ccm 1°%iger Schwefelsiure léste und die 
Lésung in einem K6élbchen auf dem Wasserbad unter RiickfluBkiihlung 
8 Stunden lang erhitzte. Die Fliissigkeit wurde nunmehr mit der fiir die 
Neutralisation der Schwefelsiure berechneten Menge von 4,0 ccm n-Natron- 
lauge versetzt. Die so erhaltene, gew6hnlich nur hellgelb gefarbte Lésung 
blaute Kongopapier nicht und reagierte gegen Lackmus schwach sauer. 
Um die Vergirbarkeit dieser Lésungen und die Natur des vergirbaren 


1 Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 23, Berlin 1910. 

2 van der Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Be- 
stimmung der Monosaccharide usw. S. 63. 

lc. 


* van der Haar, |. c., 8. 77. 
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186 F. Ehrlich u. A. Kosmahly: 


Zuckers zundchst qualitativ festzustellen, wurden einige Kubikzentimet«; 
davon mit einem Kubikzentimeter Hefewasser vermischt, mit Reinkultur:;, 
verschiedener Heferassen im van Iterson-Kluyverschen Apparat iibe: 
Quecksilber abgesperrt, unter den iiblichen VorsichtsmaBregeln beimy) 
und im Brutschrank bei 30° aufbewahrt. In allen untersuchten Fallen 
ergab die hydrolysierte Lésung der Pektinsiure mit Saccharomyces apicu- 
latus und Schizosaccharomyces Pombe keine Garung, was auf die Ab- 
wesenheit von Glykose und Fructose hindeutete. Dagegen wurde stets 
mit einer Lactosehefe, einer Kefirhefe und einer untergiérigen Bierhete, 
Saccharomyces cerevisiae Hansen I (Kopenhagen) unter den gleichen 
Bedingungen kraftige Garung erzielt, die gewéhnlich in 2 bis 3 Stunden 
einsetzte und zumeist in 36 bis 48 Stunden beendet war. Kontrollversuchie, 
bei denen die vollstandig vergorenen Fliissigkeiten mit Glykose versetzt wid 
mit Schizosaccharomyces Pombe oder Saccharomyces apiculatus beimptt 
wurden, ergaben stets eine lebhafte Garung, wodurch sich beweisen lic(}, 
daB nicht etwa girungshemmende Substanzen die Ursache der Nicht 
vergirbarkeit der urspriinglichen Hydrolysenfliissigkeit durch diese Hete- 
rassen waren. 


Zur quantitativen Bestimmung der Galaktose wurde im wesentlichen 
das von Kluyver und van der Haar! angegebene Garverfahren befolgt mit 
einigen Abinderungen, welche die Ermittlung der fiir das geléste Kohlen- 
dioxyd nétigen Korrekturen betrafen. Zu diesem Zwecke wurden zuniichst 
genau abgemessene Mengen (2 oder 3 ccm) der wie oben angegeben neutrali- 
sierten Hydrolysenfliissigkeit direkt mit einem Kubikzentimeter eines 
zuckerfreien Hefewassers gemischt. Das Hefewasser, das etwa 5°, Trocken- 
substanz enthielt, war nach der friiher von F. Ehrlich? angegebenen Vor- 
schrift durch Autolyse von PreBhefe, nachfolgendes Auskochen mit Wasser 
und Sterilisieren hergestellt worden. Die mit Hefewasser versetzte hydro- 
lysierte Pektinséiurelésung beimpfte man dann in dem van Iteron-Kluyver- 
schen Apparat in itblicher Weise mit einer Ose einer frischen, aaf festen 
Nahragar iippig gewachsenen Kultur von Lactosehefe. Die so vorbereiteten 
einzelnen Proben wurden im Brutschrank bei 30° zur Garung angesetzt. 
Im allgemeinen war die Girung in 2 Tagen beendet, doch wurden noch 
zur Sicherheit Kontrollablesungen am dritten und vierten, wiederholt 
auch am fiinften Tage vorgenommen. Nach vollstandiger Vergirung de: 
Galaktose wurde das Volumen CO,, Temperatur und Luftdruck abgelesen 
und das entstandene Volumen CO, auf 0° und 760mm Druck reduziert. 
Da in der vergorenen Lésung noch durch die Neutralisation entstandenen 
Salze und Bestandteile der Pektinsiure, wie Tetra-Galakturonséure, Ara- 
binose usw. vorhanden waren, erschiea es nicht zweckmaBig, den von 
Kluyver! auf reine Galaktoselésungen und Lactosehefe bezogenen Korrek- 
tionsfaktor fiir die in der vergorenen Lésung noch gelést gebliebene Kohlen- 
siure anzuwenden. Vander Haar’ gibt an, daB nach den Kluyverschen 
Versuchen 1 ccm der vergorenen Galaktoselésung stets noch 1,2 cem CO, 
(bei 0° und 760 mm) gelést enthalt. Wie sich gezeigt hat, war bei den vor- 
liegenden Versuchen die Menge der in der vergorenen Fliissigkeit gelést 
gebliebenen Kohlenséure offenbar geringer, und zwar schwankend je nach 
dem Gehalt an Salzen und anderen Fremdbestandteilen. Die Benutzung 


> van der Haar, |.c., 8S. 106 bis 119. 
2 Diese Zeitschr. 182, 257, 1927. 
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des Kluyverschen! Korrektionsfaktors hatte also in allen diesen Fallen 
einen héheren Gehalt an Galaktose ergeben, als in der Pektinséure tat- 
sichlich vorhanden ist. Um zu annahernd vergleichbaren Zahlen zu kommen, 
wurde bei jedem Garversuch die Korrektur fiir die in der vergorenen Lésung 
gelést gebliebene Kohlenséiuremenge in der Weise ermittelt, da8 in der 
vergorenen Lésung eine genau abgewogene Menge von Galaktose gelést 
und mit Lactosehefe vollstandig vergoren wurde. Aus der von van der Haar? 
mitgeteilten Kluyverschen Tabelle ergibt sich, daB insgesamt bei der totalen 
Vergérung von 4,4 mg d-Galaktose, die in reinem Wasser gelést ist, 1 cem 
CO, (bei 0° und 760 mm) entsteht, wobei auch in der Fliissigkeit gelést 
gebliebene Kohlenséure beriicksichtigt worden ist. Aus diesem Werte 
lieB sich nun berechnen, welches Volumen CO, die im vorliegenden Falle 
zugesetzte Galaktose, falls die Lésung keine anderen Bestandteile enthielt, 
bei vollstandiger Vergaérung insgesamt hatte liefern miissen. Zieht man 
von diesem berechneten Volumen CO, das bei dem Garversuch mit zu- 
gesetzter Galaktose abgelesene Volumen CO, ab, so ergibt sich ohne weiteres 
die in der vergorenen Pektinséiurelésung in den einzelnen Fallen gelést 
gebliebene Menge CO,. Auf diese Weise konnte man mit geniigender An- 
niherung bei jeder Garung den der betreffenden Garlésung und ihrer 
Zusammensetzung entsprechenden Korrektionsfaktor ermitteln, der dann, 
zu den jeweils bei den einzelnen Gairungen gefundenen Mengen CO, addiert, 
die gesamte Menge der entwickelten Kohlensaéure ergab. Es zeigte sich, 
daB8 bei den hier vorliegenden Versuchen in 1 ccm der vergorenen Hydro- 
lysenfliissigke it durchschnittlich 0,6 bis 0,9 cem CO, (bei 0° und 760 mm) 
gelést waren, also betrachtlich weniger als der fiir reine Galaktose von 
Kluyve: * angegebene Korrektionsfaktor von 1,2 ceem CO,. Unter Zugrunde- 
legung der Kluyverschen Zahl lieB sich dann weiterhin ia dem aliquoten 
Teile der angesetzten hydrolysierten Loésung der Pektinséure und schlieBlich 
in der urspriinglichen Pektinsaéure selbst der Gehalt an Galaktose feststellen. 


Hinsichtlich der Anstellung der Kontrollgarversuche sei noch erwahnt, 
daf jedesmal nach Beendiguag der Vergarung der Galaktose, die urspriinglich 
in der Pektinsféure vorhanden war, die vergorene Lésung aus dem Klwyver- 
schen Apparat entfernt, von der entstandenen Hefe abfiltriert und ein 
aliquoter Teil davon auf dem Wasserbad zur Entfernung der geldsten 
Kohlenséiure etwa 15 Minuten unter Ersetzung des verdampften Wassers 
erhitzt wurde. Zweckmaébig vor dem Erhitzen hatte die Lésung noch einen 
genau abgewogenen Zusatz von so viel Galaktose (40 bis 45 mg pro 3 bis 
4ccm) erhalten, wie ungefibhr dem urspriinglichen Gehalt der Galaktose 
entsprach, um zu ahnlichen Bedingungen hinsichtlich der Menge der ent- 
wickelten und gelésten Kohlensaéure zu gelangen, wie sie bei den Haupt- 
garungen vorlagen. Die so vorbereitete Fliissigkeit wurde dann in derselben 
Weise wie vorher mit Lactosehefe beimpft und unter genau gleichen Be- 
dingungen im Brutschrank bei 30° gehalten. Das nach 2 bis 4 Tagen ab- 
gelesene Volumen CO, diente in der angegebenen Weise fiir die Berechnung 
des tatsichlichen Gehalts der Pektinséure an Galaktose. Eine groBe Anzahl 
von Bestimmungen zeigte, das man auf diese Weise mit einer Genauigkeit 
von durchschnittlich 0,3°% die Menge der Galaktose in der Pektinsiure er- 
mitteln kann. 


1 van der Haar, |. c., 8. 77. 
2 Derselbe, S. 106 bis 119. 
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Pektin der Orangenschalen, 
Im Saft der Orangenschalen urspriinglich geléstes Pektin. 

Zu einer vorlaufigen Untersuchung, wieviel von dem Gesamt- 
pektin der Orangenschalen in den Saften sich gelést befindet, wurden 
aus handelsiiblichen Friichten (Apfelsinen) erhaltene Orangenschalen 
verwendet, die nach dem Schilen langere Zeit an der Luft gelegen 
hatten und zu einer knochenharten Masse eingetrocknet waren. 

15kg dieser lufttrockenen Orangenschalen mit einem Wasser. 
gehalt von 13,35°, wurden in einer Schrotmiihle gemahlen und in 
einem Glaszylinder mit 7 Liter 82°,igem Alkohol tibergossen. Der 
Alkohol farbte sich in kurzer Zeit goldgelb. An der Trennungsschicht 
zwischen den mit Alkohol durchtrankten festen Bestandteilen und 
der dariiber stehenden Fliissigkeit bildete sich eine geringe Menge 
einer weiBen Gallerte. Nach 12 Tagen wurden die Schalen zunichst 
iiber einem Porzellansieb abfiltriert und dann unter einer Hebelpresse 
scharf abgepreBt. Die vereinigten gelblich-braunen Filtrate, die noch 
feste und gallertartige Bestandteile enthielten, wurden tiber Saftfilter 
filtriert. Die filtrierte alkoholische Lésung drehte im 0,5-dm-Rohr 
+ 0,219. Der ungelést gebliebene Schalenriickstand wurde erneut 
in 5 Liter 82°,igem Alkohol 2 Tage lang unter zeitweisem Umriihren 
suspendiert. Alsdann wurde er wie zuvor vom Alkohol getrennt. Das 
alkoholische Filtrat war goldgelb gefarbt und zeigte eine Drehung 
von + 0,28 (1 == 1). Die beiden alkoholischen Filtrate zeigten starke 
a-Naphtholreaktion, die Orcinreaktion auf Pentosen war bei dem ersten 
Filtrat schwach positiv, beim zweiten negativ. Die kalt ausgelaugten 
Orangenschalen enthielten noch immer deutliche Mengen des gelben 
Farbstoffs. Deshalb wurden sie portionsweise in Mengen von ungefahr 
300 g mit je 1 Liter 82°%igem Alkohol 3 Stunden im Wasserbad bei 
60 bis 65° digeriert. Nach jedesmaligem Abfiltrieren wurde der Riick- 
stand mit je 200 ccm 82°,igem Alkohol gewaschen und an der Luft 
getrocknet. Auf diese Weise lieBen sich die Orangenschalen fast 
volistandig vom Farbstoff befreien. Sie wogen jetzt lufttrocken 1411 ¢. 
ihr Gehalt an Trockensubstanz betrug 90,22°%,. Der Verlust durch 
die Behandlung mit Alkohol belief sich demnach auf 27,0 g = 2,1", 

Zur Entfernung der wasserléslichen Bestandteile wie Kohlehydrate. 
organische Saéuren usw. wurden die Orangenschalen nunmehr mit 
Wasser ven 50 bis 55° wiederholt ausgelaugt. Dabei zeigte sich, dai 
bereits bei dieser Temperatur wenn auch nicht groBe, doch immerhin 
beachtenswerte Mengen Pektin in Lésung gehen, die schon deshalb 
nicht zu vernachlissigen waren, weil die vorliegende Arbeit auch tiber 
die Mengenverhaltnisse Aufschlu8 geben sollte. 

25g der wie oben beschrieben vorbehandelten Orangenschalen 
mit 9,78°%, Feuchtigkeitsgehalt wurden wiederholt je 2 Stunden in 
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einem Rundkolben bei 50 bis 55° im Wasserbad mit 500 cem Wasser 
ausgelaugt, sofort iiber Saftfilter abfiltriert und schlieBlich unter 
einer kleinen Presse abgepreBt. Beim Erkalten schied sich aus der 
ersten Auslaugung eine Gallerte ab, die ebenso wie das Filtrat stark 
die Naphthcresorcinreaktion gab. Diese Reaktion verschwand dann 
bei den folgenden Auslaugungen, wahrend die a-Naphtholreaktion 
erst nach der vierten Auslaugung negativ ausfiel. Die Filtrate der 
ersten bis dritten Auslaugung wurden im Vakuum bei 40 bis 45° auf 
200 cem eingeengt und mit 1 Liter Alkohol versetzt. Die sich ab- 
scheidende Gallerte, in der das Calcium-Magnesiumsalz der Pektin- 
siure vorlag, wurde iiber Saftfilter abfiltriert, mit Alkohol nach- 
gewaschen, an der Luft und schlieBlich 6 Stunden bei 110° getrocknet. 
Ausbeute 1,0 g Calcium-Magnesiumsalz der Pektinséiure in Form einer 
faserigen hellgelben Masse. Demnach waren, auf Trockensubstanz 
bezogen, in den urspriinglichen Orangenschalen 4,3°, geléstes Pektin 
vorhanden. In den beim Auslaugen mit Wasser von 50 bis 55° ungelésten 
Riickstanden der Orangenschalen war die Hauptmenge des Pektins 
zuriickgeblieben, die sich nach dem im folgenden beschriebenen Ver- 
fahren extrahieren lief. 
H ydratopektin. 


Als Ausgangsmaterial dienten, wie vorher, mit Alkohol ausgekochte 
und an der Luft getrocknete Orangenschalen mit 12,12 °/, Wassergehalt. 

1,1019g bei 110° vollstaéndig getrocknete Orangenschalen ergaben 
nach Tollens-Lefévre! mit Salzséure destilliert 0,0761 g CO,, entsprechend 
6,91% CO,. Sie enthielten also 30,4°% Galakturonsdure. 

500 g dieser Orangenschalen wurden in einem emaillierten Koch- 
topf iiber freier Flamme zuerst fiinfmal mit je 10 Liter destilliertem 
Wasser je 2 Stunden lang bei 55° ausgezogen. Jedesmal wurden die 
so behandelten Schalen auf einem Porzellansieb abgegossen und der 
Riickstand unter einer Hebelpresse scharf abgepreBt. Die in dieser 
Weise vom Zucker usw. befreiten Orangenschalen kochte man-nunmehr 
im bedeckten Kochtopf achtmal hintereinander mit je 10 Liter 
destilliertem Wasser je 1 bis 3 Stunden lang intensiv aus. Die bei 
den einzelnen Auslaugungen mit Wasser von 100° erhaltenen wisserigen 
Extrakte kolierte man gesammelt durch Leinwand, filtrierte sie unter 
Zusatz von Kieselgur iiber Saftfilter vollstandig klar und dampfte dann 
die Filtrate auf dem Wasserbad in Porzellanschalen zur Trockne. 
Es hinterblieb dabei das Hydratopektin in Form von gelben bis gelb- 
braunen gelatineartigen Blattern, die sich leicht von dem Porzellan 
abheben lieBen. Die Drehung und die Reaktionen der einzelnen Ausziige 
sowie die Ausbeuten an Hydratopektin sind aus der Tabelle V ersichtlich. 


' Ber. 40, 4513, 1907. 
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Tabelle V. 


Aufeinanderfolgende Auslaugungen von 500 g lufttrockenen, vom Farbst off 





befreiten Orangenschalen mit je 10 Liter Wasser. 


Drehung d. Reaktion auf Verhalten 





| 
Nr porns of Tempe+ icoston f “y gegen claus 
5 A i ‘ * ast . Substanz 
Std. et | QedemeRone| Orem | ePRie | “aeck || Leckmus |e 
1 2 55° + 0,28° + 4 + schwach 
sauer 
2 2 55 | «+ (0,21 — — oe ° 
3 2 55 + 0,12 ~ _ + neutral 
4 2 55 + 0,03 — _ 4. 
5 2 55 + 0,0 — — _ * 
6 Mg 100 + 0,84 + + + schwach 40) 
sauer 
7 1 100 | + 0,76 + + + ‘ 35 
8 2 100 + 0,80 + a + " 37 
9 2 100 + 0,35 + + + ¥ 20 
10 2 100 + 0,24 + + + ‘e 15 
11 2 100 + 0,21 s + ‘fe Hd 12 
12 2 100 + 0,17 ao + + x 10 
13 8 100 + 0,07 — — + 5 


Gesamtausbeute an lufttrockenem Hydratopektin 174 g. 


Aus 500g mit Alkohol vorbehandelten lufttrockenen Orangen- 
schalen mit 439,4g Trockensubstanz wurden also auf diese Weise 
174,0 g Hydratopektin mit 6,24°, Wassergehalt gewonnen. Auf die 
Gesamttrovkensubstanz der urspriinglichen Orangenschalen bezogen, 
ergab sich eine Ausbeute von 36,3°, trockenem Hydratopektin. Nach 
achtmaligem Auskochen mit destilliertem Wasser hinterblieben dic 
volistandig zerkochten Orangenschalen in Form eines grauen faserigen 
Riickstandes im Gewicht von 202 g mit 8,51 °, Wassergehalt. Demnacl 
wurden von der Gesamttrockensubstanz des Ausgangsmaterials 42°, 
zurlickgewonnen. 


Zerlegung des Hydratopektins aus Orangenschalen in Araban und Calcium- 
Magnesiumsalz der Pektinsdure. 

50 glufttrockenes H ydratopektin mit einem Wassergehalt von 6,24 ° 
d.h. 46,9 g trockene Substanz wurden in 1 Liter 70°%igem Alkohol 
suspendiert und dreimal unter Erneuerung des Alkohols am Riickflu’- 
kiihler je 4% Stunde auf dem Wasserbade gekocht. Von dem unléslich 
gebliebenen pektinsauren Salz wurde abfiltriert, dieses mit Alkohol 
und Ather gewaschen und bei 110° getrocknet. Es wog 38,45 g. Hiernach 
sind also im trockenen Hydratopektin aus Orangenschalen etwa 81,8 ° 
Calcium-Magnesiumsalz der Pektinséure und 18,2%, Araban enthalten 

Bei einem zweiten Versuch wurden 100 g lufttrockenes Hydrato- 
pektin mit einem Trockensubstanzgehalt von 91,2°%, zweimal bei 
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Zimmertemperatur je 24 Stunden und zweimal unter Erwarmen auf 
dem Wasserbad je 14 Stunde mit 70 °,igem Alkohol ausgelaugt. Zuriick- 
gewonnen wurden 87,0 g lufttrockenes bzw. 75,9 g vollstandig getrock- 
netes Ca-Mg-Salz der Pektinsdure, entsprechend 83,2°, auf urspriing- 
liches trockenes Hydratopektin berechnet. In Lésung waren 15,3 g 
Araban = 16,8°, gegangen. 


Araban. 


I. Die in den beiden vorigen Versuchen aus 150 g lufttrockenem 
Hydratopektin erhaltenen alkoholischen Arabanlésungen wurden im 
Vakuum bei 35 bis 40° auf ungefahr 50 ccm eingeengt und mit 800 cem 
06° igem Alkohol und 200ccem Ather versetzt. Es schied sich ein 
feiner Niederschlag ab, der sich allmihlich absetzte. Nach 2 Tagen 
wurde er auf einem Glasfilter abgesaugt, mit Alkohol und Ather be- 
handelt und zur Verdunstung des Athers im Achatmérser verrieben. 
Es wurden 0,3 g eines weiBen aschenhaltigen Produkts erhalten, das 
stark die Orcinreaktion gab, also Pentosen enthielt. Eine Verun- 
reinigung durch Ca-Mg-Salz lag nicht vor, da die Naphthoresorcin- 
reaktion negativ war. Die wisserige Lésung des Arabans reagierte 
schwach sauer und reduzierte nur schwach Fehlingsche Lésung direkt, 
aber stark nach Erhitzen mit Salzsiure, so daB man daraus schlieBen 
konnte, daB es sich hier um Anhydride von Pentosen handelte. 


0,1196 g dieses Arabens wurden, nachdem sie im Vakuum bei 78° 
iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet waren, in 
10cem Wasser gelést, wobei die Substanz erst zu einer schleimigen Masse 
aufquoll und schlieBlich glatt in Lésung giag. 


c= 1,20; 1=1; a} = — 0,42°; [a]? = — 34,8. 
Ein Versuch, das Araban umzufallen, fiihrte zu sirupésen Produkten. 


Die in Lésung gebliebene Hauptmenge des Arabans wurde nach 
dem Einengen der alkoholisch-atherischen Lésung auf ein kleines 
Volumen nochmals mit Alkohol und Ather zu fallen versucht. Man 
erhielt jetzt wieder einen Sirup, der in Wasser gelést dieselben Eigen- 
schaften besaB, wie das gefallte Araban. Die Lésung reagierte schwach 
sauer, wahrend die Lésung des gefallten Arabans neutral war. Der 
Sirup war ebenfalls aschehaltig. Die Asche enthielt reichlich Calcium. 
Die gesammelten Lésungen und Sirupe, im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft, hinterlieBen das Araban in Form einer dunkelbraunlichen, 
stark hygroskopischen Masse, die in wasseriger Lésung links drehte. 
Beim Erhitzen des Arabans mit Salzsiure im Wasserbad schlug die 
Linksdrehung in eine Rechtsdrehung um. Die Rechtsdrehung war 
dann ungefihr doppelt so groB wie die Linksdrehung vorher. 0,8425 g 
des volistandig getrockneten Arabans enthielten 0,0184 g = 2,18 °,, Asche. 
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0,3523 g rohes Araban (getrocknet bei 78° im Vakuum iiber Phosph« 
pentoxyd bis zur Gewichtskonstanz) lieferten bei der Destillation mit 
12° ,iger Salzsiure 0,2092g Furfurolphloroglucid. Dem _ entsprechen 
0,2354 g = 65,3°% Arabinose. 

Zur weiteren Reinigung wurde dieses rohe Araban mit Alkohol 
ausgekocht. 

0,2279 g des angewandten Rohprodukts zeigten, getrocknet in 10 ccm 
Wasser gelést, im 0,5-dm-Rohr eine Drehung von ap = — 0,419. ¢ = 2,28, 
[a] = — 36,59. 

4,8236 g trockenes Araban wurden fiinfmal je 30 Minuten unter 
Riickflu8kiihlung auf dem Wasserbad mit je l0O0cem 96°,igem 
Alkohol gekocht. 





Drehung Drehung 
im 0,5«demsRohr im 0.5¢dcemsRohr 
1.Auskochung .. . + 0,03° 4. Auskochung. . . — 0,07° 
pd P aaa — 0,07 5. ri agtae — 0,03 
3. ‘ a — 0,10 


Die einzelnen Auskochungen wurden getrennt im Vakuum zur 
Trockne verdampft und schlieBlich 2 Tage im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet. 


Zu 1. Es wurde ein dunkelbrauner Sirup im Gewicht von 1,05 g er- 
halten. Dieser wurde in 40cem Wasser gelést. c = 2,62; l 0,5; 
ap = + 0,21%. [a]p = +,15,9. Die wasserige Lésung reagierte sauer und 
reduzierte stark Fehlingsche Lésung. 

Zu 2. Ein dunkelbrauner hygroskopischer Riickstand: 0,5190 g, der 
in 20ccem Wasser gelést wurde. c= 2,59; 1= 0,5; ap — 0,10°; 
[alp = — 8,0°. Die wisserige Lésung reagierte sauer und reduzierte eben- 
falls stark Fehlingsche Loésung. 

Zu 3. Ein brauner hygroskopischer Riickstand im Gewicht von 0,3081 g. 
Er wurde in 20ccm Wasser gelést. c = 1,54; 1 = 0,5; ap = — 0,17; 
[alp = — 22,5°. Die Lésung reagierte sauer und reduzierte Fehlingsch 
Lésung. 

Zu 4. Ein brauner Riickstand (0,2264g¢), gelést in 20cem Wasser. 
c= 1,13; 1 = 0,5; ap = — 0,249; [a]p = — 46,0". Die wisserige Lésung 
reagierte schwach sauer und reduzierte Fehlingsche. Lésung. 

Zu 5. Ein hellbrauner Riickstand (0,1930 g), der in 10cem Wasse! 
gelést wurde. c = 1,93; 1 = 0,5; ap = —0,62°; [a]f} = — 64,5°. Die 
wisserige Lésung reagierte schwach sauer und reduzierte Fehlingsche 
Lésung. 

Der nach fiinfmaligem Auskochen mit Alkohol verbleibende Riickstand 
(2,52 g) wurde in 400 ccm Wasser gelést. c = 0,63; 1 = 0,25; ap = — 0,14"; 
[alp = — 86,1°. 

Die Fliissigkeit war immer noch schwach sauer und reduzierte 
Fehlingsche Lésung nur wenig. Durch Dialyse lieB sich nur ein Teil 
des Calciums und Magnesiums entfernen. Die gesamte Arabanlosung 
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wurde nun tiber Kieselgur filtriert und im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft. Es wurde ein stark dunkelbraun gefarbtes Araban mit einem 
Aschengehalt von 1,71 %, gewonnen. 

0,3023 g im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 78° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknetes Araban lieferte bei der Destillation mit 12 %iger 
Salzsiure 0,2390 g¢ Furfurolphloroglucid, dem entsprechen 0,2676g bzw. 
88,52°% oder, auf aschefreie Substanz bezogen, 90,06°% Arabinose. 

0,2536 g desselben trockenen Arabans wurden in 100 ccm 1 °,iger 
Schwefelsaure gelést und die Lésung unter RiickfluBkiihlung auf 
dem Wasserbad erhitzt. ¢ = 0,25, 1= 1. 








—- dem - —— dem " 
“rhitzen a a rhitzen a a |20 
Std. » lelp Std. ” lelp 

0 — 0,21° — 84,09 6 + 0,21° 

1 — 0,07 8 + 0,24 

2 0,00 10 + 0,24 

4 + 0,07 12 + 0,24 + 96,0° 


Die Enddrehung naherte sich also der der reinen ]-Arabinose (+ 105°). 


l- Arabinosediphenylhydrazon '. 

Das Hydrolysenprodukt wurde auf dem Wasserbad mit Barium- 
carbonat neutralisiert, filtriert und schlieBlich im Vakuum eingedampft. 
Den Riickstand nahm man mit heiBem, 96% igem Alkohol auf und engte 
die alkoholischen Extrakte bis zum, Sirup ein. Nach laingerem Stehen 
schieden sich in diesem nadelférmigé Kristalle ab, deren Menge jedoch 
zur néheren Untersuchung zu gering war. Daher liste man die Substanz 
mit dem Sirup im Gewicht von 0,2 g in 3cem 80%igem Alkohol und gab 
0,2 g Diphenylhydrazin hinzu. Nach einigem Erwairmen auf dem Wasserbad 
schied sich das Hydrazon in gelben Flocken ab, die, nach 24 Stunden ab- 
gesaugt, mit 70- und 96% igem Alkohol und schlieBlich mit Ather gewaschen 
wurden. Die hellgelbe Kristallmasse wog 0,07 g. Nach zweimaligem Um- 
kristallisieren aus 50 %iger wisseriger Pyridinlésung erhielt man eine weibe 
kristallinische Substanz, die, im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet, 
den Schmelzpunkt 199° zeigte (Miither und Tollens* 204 bis 205°). 


II. 500 g mit Alkohol und mit Wasser von 50 bis 55° erschépfend 
vorbehandelte zuckerfreie, lufttrockene Orangenschalen wurden in 
der oben angegebenen Weise mit je 10 Liter destilliertem Wasser 
erst eine halbe, dann eine, schlieBlich 2 Stunden lang ausgekocht, 
die klarfiltrierten Extrakte gesammelt, auf ein Volumen von je etwa 
200 cem im Vakuum eingeengt und dann mit dem zweifachen Volumen 
Alkohol versetzt. Von dem ausgeschiedenen pektinsauren Salz filtrierte 
man ab und verdampfte die das Araban enthaltende alkoholische 
Lésung im Vakuum bis zur Trockne. Es wurde auf diese Weise ein 
rohes Araban in Form einer dunkelbraunen, stark hygroskopischen 


1 Siehe C. Neuberg, Der Harn, Berlin 1911. 
2 Ber. 87, 312, 1904. 
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Masse gewonnen, die mehrmals hintereinander mit 96°,igem Alkoh«| 
und dann mit 80°.igem Alkohol ausgekocht wurde. 


1. Extrakt, erhalten durch 15 Minuten langes Kochen mit 250ccm [FY 
96% igem Alkohol. Drehung ap = — 1,08°; 1 = 2. , \ 
2. Extrakt, erhalten durch einstimdiges Auskochen mit 250 ccm k 
96%igem Alkohol. Drehung ap = — 0,62°; 1 = 2. , 
3. Extrakt, erhalten durch dreistiindiges Auskochen mit 250 ccm 
96%igem Alkohol. Drehung ap = — 0,69°; 1 = 2. If 
Die gesammelten alkoholischen Extrakte wurden im Vakuum §— ( 


bei 35 bis 40° zur Trockne verdampft. Es hinterblieben 1,2 g eines 
arabanhaltigen Gemisches in Form einer braunlichen und stark hygro 
skopischen Masse. 


SC 


8 
0,1867 g der trockenen Substanz in 10 ccm Wasser gelést. c¢ = 1,87; 
l= 1; ap = — 1,25°; [a i = — 66,9. Die wisserige Lésung der Substanz - 
reagierte schwach sauer und reduzierte Fehlingsche Lésung stark. 
tr 


Dieselbe Lésung zeigte eine Gefrierpunktserniedrigung von 4; = 0,101°. 
Das gefundene Molekulargewicht betrigt also 344. fil 

















Der beim Ausziehen mit 96 °,igem Alkohol verbleibende Riickstan« N 
des rohen Arabans wurde nun mehrmals mit 80 °,,igem Alkohol ausgekocht 

1. Extrakt, erhalten durch einstiindiges Auskochen mit 250 ccm 
80% igem Alkohol. Drehung ap = — 1,56°; 1 = 2. 

2. Extrakt, erhalten durch dreistimdiges Auskochen mit 250 ccm 
80%igem Alkohol. Drehung ap = — 1,49°; / = 1. 

3. Extrakt, erhalten durch fiinfstiindiges Auskochen mit 250 ccm 
80 %igem Alkohol. Drehung ap = — 0,69; 1 = 1. 

Die gesaramelten a'koholischen Extrakte engte man im Vakuum 
auf etwa 100 ccm ein. Auf Zusatz von etwa 1 Liter 96 °,igem Alkoho! 
und 200cem Ather schied sich daraus ein zunichst flockiger, bald 
sirupés werdender Niederschlag ab. Die Fallung wurde abdekantiert. du 
in 70%igem Alkohol aufgenommen, wiederum mit Alkohol und Ather sal 
daraus eine Substanz niedergeschlagen und diese noch zweimal auf zu 
dieselbe Weise durch Umfiallung gereinigt. Man erhielt schlieBlich Al 
1,2g eines hellbraiunlichen, nur noch sehr schwach reduzierenden vo 
pulverférmigen Arabans. ho 

0,1861 g Substanz (im Vakuum getrocknet tiber Phosphorpentoxyd ge 
bei 78° bis zur Gewichtskonstanz) gelést in 10cem Wasser. c = 1,86"; Di 


1= 0,5; ap = — 1,60°; {al = — 171,5°. Die Lésung reagierte neutral. 
0,1793 g Substanz: 0,2940g CO,, 0,0987g H,O, 0,0014g Asche 
(= 0,78%). 


Auf aschefreie Substanz berechnet: 
Coo Hy_O4- Ber.: C 45,45; H 6,06; 
gef.: C 45,15; H 6,20. 
Die Substanz zeigte also groBe Ahnlichkeit mit dem von F. Ehrlic/ 
und F. Schubert isolierten Tetraaraban. 














1 F. Ehrlich und F. Schubert, diese Zeitschr. 208, 343, 1928. 
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Samtliche alkohclischen Filtrate, die sich bei der Fallung des 
zuletzt gewonnenen Arabans ergeben hatten, wurden gesammelt und im 
Vakuum bei 35 bis 40° zur Trcckne verdampft. Man gewann auf diese 
Weise die Hauptmenge des Arabans (6,1 g) in Form von hellbraunlichen 
Krusten. 

0,1979 g (getrocknet bei 78° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd) in 
10cem Wasser gelést. ¢ = 1,98; 1 = 0,5; ap = —0,73°; [a}? — 73,7°. 

Dieselbe Lésung zeigte 4; = 0,078°. Gefundenes Molekulargewicht 472. 
(Fiir Tetraaraban (C,,H,.0,,) berechnet sich 528.) 

Hydrolyse des Arabans. Angewandt wurde das vorstehend be- 
schriebene Araban, das bei 78° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
8 Stunden lang getrocknet war. 

4.9829 g wurden in 250cem 1° iger Schwefelsiure gelést und 
unter RiickfluBkiihlung auf dem Wasserbad erwarmt. Nach 30 Minuten 
trat eine Triibung und Abscheidung eines Niederschlages ein,’ der ab- 
filtriert wurde. (Gewicht 0.2652 g. Diese Substanz gab stark die 
Naphthoresorcinreaktion.) ¢ = 1,99, 1 = 0,25. 





a ap [a}¥ 
0 — 0,52° — 104,5° 
Vy + 0,17 
1 + 0,35 
1 + 0,38 
2 + 0,38 
4 + 0,42 


Se Y; +042 + 84,49 


Aus der schlieBlich erhaltenen rechtsdrehenden Lisung wurde 
durch Erwairmen mit tiberschiissigem Bariumcarbonat die Schwefel- 
siure entfernt und die mit Tierkohle entfairbte Fliissigkeit im Vakuum 
zum Sirup verdampft, den man zweimal mit je 100ccm 96°, igem 
Alkohol auskochte. Der erste Extrakt zeigte bereits eine Drehung 
von -+ 5,20°, der zweite von + 1,80° (J = 2). Die gesammelten alko- 
holischen Extrakte ergaben bei vorsichtiger Verdampfung einen hell- 
gelben Sirup, der nach dem Abkiihlen sehr bald spontan kristallisierte. 
Die Kristallmasse wurde schlieBlich nach Verriihren mit 90°,igem 
Alkohol abgesaugt und mit Alkohol derselben Konzentration wiederholt 
gewaschen. Die alkoholischen Mutterlaugen lieferten beim Verdampfen 
eine zweite Kristallisation. Es wurden im ganzen 3,82 g reine l- Arabinose 
erhalten, d. h. auf eigentliches Araban berechnet, fast 90 °,. 
Die Ausbeute erscheint noch besser, wenn man beriicksichtigt, dab 
beim Auskochen des Hydrolysats des Arabans mit Alkohol noch ein 
wasserléslicher Riickstand von 0,41 g verblieb, der stark die Naphtho- 
resorcinreaktion gab und wahrscheinlich aus urspriinglich in Lésung 
gegangenen Resten von Pektinsaure bestand. 


13* 
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Spezifische Drehung der l-Arabinose. 0,2333g Arabinose im Vakuw 
iiber Schwefelsiure getrocknet, in 10 com Wasser gelést. c = 2,33; 1 = 2 
Anfangsdrehung a}! = + 7,22°, [a]? = + 155,0, 
Enddrehung ay = + 4,79, [a]? = + 102,8°. 

l-Arabinose- Benzylphenylhydrazon. 1,5 g 1-Arabinose wurden in 50 ccm 
75%igem Alkohol gelést und die Lésung mit 2g Benzylphenylhydrazin 
etwa 30 Minuten auf dem Wasserbad erwarmt. Sie triibte sich bald, unc 


I 


nach dem Abkiihlen schied sich aus der Fliissigkeit ein schwach gelblicher 


Kristallbrei ab, der nach langerem Stehen abgesaugt, mit Alkohol uni 
Ather gewaschen und im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet wurde. 
2,3g schon fast reines farbloses 1-Arabinose-Benzylphenylhydrazon vom 
Schmelzpunkt 172°. Durch Umkristallisieren aus 75 °%,igem Alkohol gewann 
man daraus 2,0 g¢ Hydrazon vom Schmelzpunkt 173°. Ruff und Ollendor/' 
gaben 174° an. 

Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurden 0,1229 g in 30 ccm 
Methylalkohol gelést. c = 0,41; 1=2; ap = —0,10°; [af? = — 12,7°. 
(Browne und Tollens* fanden [a]p = — 12,1°. 

Hydrolyse des Arabans durch ein Ferment der Takadiastase (Ara- 
banase). 5,00 g rohes Araban (bei 78° im Vakuum iiber P,O, getrocknet) 
wurde in 250 ccm Wasser gekist. Die iiber Kieselgur filtrierte Lésung 
zeigte c = 2,00; 1 = 0,5; ap = — 1,04; [a]p = —104,0. 

Nach Zugabe von 2,0 g Takadiastase (Praparat von Parke. 
Davis u. Co., London) wurde die Lésung gut durchgeschiittelt und 
mit 25ccm Toluol iiberschichtet bei 30° aufbewahrt. Parallel dazu 
wurde eine gleich konzyntrierte Arabanliésung ohne Ferment fiir sich 
mit Toluol bei 30° angesetzt. Von Zeit zu Zeit wurden Proben 
beider Lésungen klarfiltriert und auf Drehung und in einzelnen Fallen 
auf ihr Reduktionsvermégen untersucht. 

Wie die Zahlen zeigen, ist in dem Fermentversuch eine starke 
Abnahme der Linksdrehung infolge Hydrolyse zur rechtsdrehenden 








Araban+ Tekedisstese Assben fiir sich 
| | 1 ccm reduziert 
' a a 
Gab5) [e]p - Fehling'sche (l = 05) 
} Lésung 
Anfangsdrehung . . | — 0,97° — 97,0° | 1,6 — 1,04° 
Nach fogs Stunden . | — 0,87 
» 93 Tagen | —0,80 | 
= 3 ak oe — 0,73 — 1,04 
a 3 Gite oe | —0,69 | 
. ae x . | —062 | 3,2 
js : Monaten| ; —0O385 | 
” ” . . | ~— 0,18 _ 1.04 
- ; a ae —015 | —15,0 4.5 


1 Ber. 82, 3224, 1900. 
* Ber. 35, 1461, 1902. 
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Arabinose und dem ganz entsprechend eine deutliche Zunahme der 
Reduktion der Lésung zu erkennen, wahrend das Araban fiir sich ohne 
Ferment in der ganzen Zeit nicht die geringste Verinderung erfahren hat. 
Der Fermentversuch wurde nach 4 Monaten abgebrochen. Die 
Lésung wurde bei etwa 50° im Vakuum eingedampft und der Riick- 
stand mit 100 cem 96°, igem Alkohol auf dem Wasserbade ausgekocht. 
Der Auszug drehte ap = + 0,93° (J = 2). Nach Einengen des alko- 
holischen Filtrats im Vakuum erhielt man einen schwach braunlichen 
Sirup, der auf Impfung sehr bald reichliche Kristalle von 1-Arabinose 
abschied (0,32 g). 
Der alle Pentosen-Reaktionen deutlich gebende Zucker wurde aus 
Alkohol umkristallisiert. Schmelzpunkt 158 bis 159°. 
0,1498 g Substanz: 0,2202 ¢ CO,, 0,0902 g H,O. 
C;H,)0;. Ber.: C 40,00, H 6,66. 
Gef.: C 40,09, H 6,74. 
0,1641 g Substanz in 10cem H,O geldst. 
e= 1,64. = 2. 
Anfangsdrehung: a}? = + 4,98°, [a]#?? = + 151,8°. 
Enddrehung : at) = + 3,43°, [a}}? = + 104,6°. 


Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure. 


18,0g trockenes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure, das 
durch erschépfendes Auslaugen mit 70 °,igem Alkohol aus Hydrato- 
pektin der Orangenszhalen in Form von grauen Blattern gewonnen 
war, wurde in 400 ccm Wasser unter Erwirmen auf dem Wasserbad 
gelést. Die dunkelbraune, triibe und dickfliissige Léisung lieB sich 
nicht tiber Saftfilter filtrieren, daher wurde sie nur durch Leinwand 
koliert. Die Lésung reagierte schwach sauer. Beim Eintropfen des 
Filtrats in 1 Liter 96°,igen Alkohol schied sich ein gelblich gefarbter 
gallertartiger Niederschlag ab, der sich gut absetzte und nach 24 Stunden 
abfiltriert wurde. Das gelbliche Filtrat zeigte eine Drehung von 
dp = + 0,219, 1 = 2. 

Der Niederschlag wurde nach Waschen mit Alkohol noch 2 Tage 
lang unter 500ccm Alkohol suspendiert, wobei die zunichst stark 
voluminése Substanz zu einem pulverigen Niederschlag zusammen- 
schrumpfte. Sodann filtrierte man das Salz ab, preBte es gut ab und 
trug es in Ather ein. Nach 2 Tagen wurde das Pektinat abgesaugt, 
mit Ather griindlich gewaschen, an der Luft trocken verrieben und 
schlieBlich 4 Stunden bei 110° getrocknet. Ausbeute 11,4g noch un- 
reines Ca-Mg-Salz der Pektinséure in Form eines schwach graugelb 
gefarbten Pulvers. 


0,1633 g Substanz (im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 78° bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet) in 20 ccm Wasser gelést. Die triibe 





4 
i 
i 
: 


198 F. Ehrlich u. A. Kosmahly: 


Lésung zeigte nach Aufhellung durch Filtration iiber Kieselgur ei: 
Drehung im 1-dm-Rohr von ap = + 0,83°; c¢ = 0,82; [a]? = + 102.0. 


Das Salz der Pektinsiure wurde noch einmal umgefallt, indem 
man es in | Liter Wasser léste, die Lésung mit Tierkohle aufkocht« 
und iiber Saftfilter unter Zusatz von Kieselgur filtrierte. Das klare 
gelblich gefarbte Filtrat wurde im Vakuum bei 40 bis 45° auf ungefiihr 
250 cem eingeengt und in | Liter 96° igen Alkohol eingetropft. Der 
gallertartige, in Flocken ausfallende weiBe Niederschlag erfuhr dieselbe 
Behandlung wie oben. Es lieBen sich 7,4 g Ca-Mg-Salz der Pektinsdur: 
in Form einer weiben pulverigen Substanz gewinnen. 

0,1951 g Substanz (bei 78° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd ve- 
trocknet) in 10ccm Wasser gelést. c= 1,95; L1=1; ap = + 2,32°: 
{aj} = + 119,2° 

Methoxylbestimmung nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,2132g¢ trocken 
Substanz gaben 0,0993 g Ag J, entsprechend 6,15°% Methoxyl bzw. 6,35' 
Methylalkohol. 


Aschenbestuemmung. 1,2224g trockenes Ca-Mg-Salz der Pektinsaure 
wurden im Platintiegel verascht vnd unter Zusatz von Ammoniumcarbonat 
gegliiht. Die Carbonatasche wog %,0625 g, entsprechend 5,20 % des pektin- 
sauren Salzes. Die Analyse der Carbonatasche lieferte folgende Werte: 


Angewandt: 0,0625 g Carbonatasche 


Ph’. eM Re en iw ey sg 3 «i 0 ee La 
0,0012 g Fe,O, + Al,O,. .. . oS we eu = oe ee 
0,0284 g CaO oder 0,0507 g Caco, ce <e wg! > Se 
0,0152 g Mg,FP,O, oder 0,0115 g MgO, pig oo hee SS 

98,7 % 


Die Hauwpimenge der Asche des Salzes setzt sich also aus Calcium uni 
Magnesium zusammen, wahrend die geringen Mengen von Kieselsiéure wil 
Kisen- bzw. Aluminiumoxyd offenbar von Verunreinigungen herriihren. 

Essigsdure. 1,8549g Calcium-Magnesiumsalz (getrocknet bei 78° im 
Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz) wurden in 
einem Rundkolben in 200 cem Wasser gelést. Die Lésung reagierte neutral. 
Es wurden nunmehr 100 ccm n/10 Natronlauge hinzugegeben. Beim Zuriick- 
titrieren mit n/10 Schwefelsiure nach 2 Stunden gegen Phenolphthalein 
zeigte sich, daB in dieser Zeit 37,2 ccm n/10 Natronlauge verbraucht waren. 
Nimmt man an, da der Verbrauch der Natronlauge ausschlieBlich zum 
Verseifen des Methoxyls gedient hat, so 1aBt sich ohne weiteres der Methoxy!- 
gehalt berechnen. Da 1000ccm n/10 Natronlauge zur Verseifung von 
3,1 g Methoxy] verbraucht werden, entsprechen 37,2 cem 0,1153 g Methoxy!. 
Der Methoxylgehalt des Calctum-Magnesiumsalzes der Pektinséure wiiric 
also nach dieser Methode untersucht 6,22% betragen, demnach recht gut 
mit dem nach Zeisel-Fanto-Stritar gefundenen Wert von 6,15% iiberein- 
stimmen. 


Zu der wieder neutralisierten Lésung des pektinsauren Salzes wurden 
abermals 100ccm n/10 Natronlauge hinzugegeben, das Ganze 5 Stunden 
zur Abspaltung der Acetylgruppen auf dem Wasserbad in einem Kolben 
mit aufgesetzten Natronkalkrohr unter RiickfluBkiihlung erhitzt, dann 
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lie Lésung mit so viel 10%iger Schwefelsiure versetzt, dali sie ungefahr 
2% freie Schwefelséure enthielt und nunmehr die frei gemachte Essigsaéure 
mit Wasserdampf iibergetrieben. 9 Liter Destillat neutralisierten 68,8 cem 
n/10 Natronlauge gegen Phenolphthalein. Die mit einem geringen Uber- 
schuB von Natronlauge auf dem Wasserbad auf 200ccm_  eingeengten 
Destillate wurden zur Oxydation der nebenbei entstehenden Ameisensiure 
mit Quecksilbersulfat! und Schwefelséure behandelt und erneut aus 2 °,iger 
schwefelsaurer Lésung der Wasserdampfdestillation unterworfen. 4 Liter 
Destillat neutralisierten jetzt 35,7 cem n/10 Natronlauge. Dem entspricht 
eine Menge von 0,2142 g Essigsféure. Also enthalt das Calcium-Magnesium- 
salz der Pektinsdure 11,5°% Essigsdure. 

0,3012 g Ca-Mg-Salz der Pektinséure (getrocknet bei 78° im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd) lieferten nach Tollens-Lefévre mit Salzsaure 
erhitzt 0,0415 g CO,, entsprechend 0,1826 g Galakturonsiure. Demnach 
im Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure 60,6 °%, Galakturonsdure. 


Pektinsdure ‘ 
aus dem Hydratopektin gemischter Ausziige der Orangenschalen 
(vgl. Tabelle I). 

I. 20,0 g rohes trockenes Ca-Mg-Salz der Pektinsiure ergaben, 
mit 400 cem Wasser unter schwachen Erwirmen auf dem Wasserbad 
behandelt, eine triibe braune Lésung. Nach Zusatz von 40 cem 10 °,iger 
Salzsaure zu der erkalteten Fliissigkeit hellte sich die Lésung wohl 
etwas auf, schien auch diinnfliissiger zu werden, lieB sich aber nicht 
iiber Saftfilter filtrieren. Die Lésung wurde daher zunichst durch 
Leinwand koliert und langsam unter Umriihren in 2 Liter 96°, igen 
Alkohol eingetropft, wobei sich die Pektinsaure in gallertartigen Flocken 
ausschied, die auf Saftfiltern abfiltriert wurden. Das Filtrat war nur 
sehr schwach optisch aktiv (+ 0,03° im 1-dm-Rohr). 


Nach nochmaligem Suspendieren in Alkohol wurde die etwas 
kérnig gewordene Substanz abgesaugt und so lange mit Alkohol be- 
handelt, bis keine Chlorionen mehr nachzuweisen waren. Sodann 
suspendierte man die Substanz zweimal in Ather, nutschte sie scharf 
ab und zerrieb sie im Achatmérser so lange, bis der Ather verdunstet 
und die Saure zu einem graugelben losen Pulver eingetrocknet war. 
Nach vierstiindigem Trocknen bei 110° ergab sich eine Ausbeute von 
12,6 g Pektinsdéure. Das Priparat war noch stark aschehaltig. In der 
Asche war vorwiegend Calcium vorhanden. 

Die so gewonnene Pektinsiure wurde noch einmal umgefillt, 
und zwar wurde sie zu diesem Zwecke in 1 Liter Wasser gelést, mit 
Tierkohle auf dem Wasserbade 1 Stunde erhitzt und dann iiber Kieselgur 
filtriert. Das hellgelbe klare Filtrat engte man bei 40 bis 45° auf ungefahr 
200 cem ein, versetzte es mit 20cem 10°, iger Salzsiure und lieB es 


1 C. Neuberg und F. Windisch, diese Zeitschr. 166, 467, 1925. 
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langsam in | Liter Alkohol eintropfen, dem zuvor 5 cem konzentrierte 
Salzsaure zugesetzt waren. Der gelatinése, in Flocken ausfallende 
Niederschlag wurde wie oben behandelt. Das schwach gelb gefirbte 
Filtrat zeigte im 2-dm-Rohr eine Drehung von ap = + 0,07°. Nach 
einstiindigem Trocknen bei 110° gewann man 7,8 g eines pulverférmigen 
reinweiBen Praparates von Pektinsdure, das noch 1,9°%, Asche aufwies. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 78° im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,2002 g Substanz: 0,31llg CO,, 0,0915g H,O, 0,0038¢ Asche 
(= 1,90%). Auf aschefreie Substanz berechnet: C 43,20. H 5,21. 

Spezifische Drehung. 0,3975 g trockene Pektinséure in 20 cem Wasser 
gelést. c = 1,99;1 = 1; ap = + 2,95°; [af? = + 148,29, 

0,2981 g Substanz in 15 ccm Wasser gelést verbrauchten zur Neutrali- 


sation gegen Phenolphthalein 3,3 ccm n/10 Natronlauge. 1,0 g Pektinsdur: 
neutralisierte demnach 11,] ccm n/10 Natronlauge. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,2528g trockene Pektinséure 
gaben 0,1281g AgJ, dementsprechend betrug der Methoxylgehalt der 
Pektinséure 6,71%. 

Galakturonsdure. 0,4105g trockene Pektinsiure lieferten nach der 
Methode Tollens-Lefévre, mit 12°%iger Salzsiure gekocht, 0,0676 g CO,, 
entsprechend 0,2974 g Galakturonséure. Demnach in der Pektinséure 
72,45 % Galakturonsdure. 

Essigsdure. 3,8156g trockene Pektinsaéure, nach Neutralisation mit 
n/10 Natronlauge im Uberschu8 durch fiinfstiindiges Erhitzen auf dem 
Wasserbad verseift, gaben, mit, iiberschiissiger 10°%iger Schwefelséure im 
Wasserdampfstrom destilliert, 10 Liter Destillat, die insgesamt 137,3 ccm 
n/10 Natronlauge neutralisieren. Nach Zerstérung der Ameisensiure durch 
Kochen mit Chromsiéuremischung ergaben sich bei erneuter Wasserdampf- 
destillation 10 Liter Destillat, die 70,3 cem n/10 Natronlauge neutralisierten. 
Dem entspricht eine Menge von 0,4218 g Essigséure oder 11,0% Lssigsdure 
in der Pektinsdure. 

II. 45,0g rohes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsaure aus 
Hydratopektin der Orangenschalen mit einem Wassergehalt von 
12,81 %, (entspr. 39,2 g Trockensubstanz) wurden in 1,5 Liter Wasser 
gelést, die Lésung iiber Kieselgur filtriert und im Vakuum bei 40 bis 
45° auf etwa 500ccm eingeengt. Die gelbbraunliche Lésung wurde 
kalt mit 50 cem 10 °iger Salzséure versetzt und in 2,5 Liter 96°, igen 
Alkohol eingetropft, dem 15 ccm konzentrierte Salzsaure beigefiigt 
waren. Die in gallertartigen Flocken ausfallende Pektinsdiure setzte 
sich gut ab, wurde bald abfiltriert und wie oben angegeben mit Alkohol 
und Ather behandelt. Dann saugte man die Substanz ab und verrieb 
sie im Mérser zur Vertreibung des Athers. Das urspriingliche alkoholische 
Filtrat war gelb gefairbt und zeigte eine Drehung von ap = + 0,07" 
(l= 2). Bei 110° 4 Stunden getrocknet, stellte die Pektinsdure ein 
schwach gelblich gefarbtes, noch aschehaltiges Pulver im Gewicht 
von 23,69 dar. 
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Um sie umzufallen, léste man die Pektinsiure in 750 cem Wasser 
und filtrierte sie nochmals tiber Kieselgur. Das schwach gelb gefirbte, 
vollkkommen klare Filtrat wurde mit 100 ccm 10°, iger Salzsiure ver- 
setzt und langsam unter Umriihren in 4 Liter 96 °,igen Alkohol getropft, 
dem 25 ccm konzentrierte Salzsiure zugesetzt waren. Den gallertartig 
in Flocken ausfallenden Niederschlag filtrierte man, wie oben beschrieben, 
ab, behandelte ihn mit Alkohol und Ather und trocknete ihn schlieBlich 
bei 110°. Das alkoholische gelbliche Filtrat zeigte eine Drehung von 
dp = + 0,03° (l/= 2). Es wurden 18,59 rein weiBe Pektinsdure in 
Form eines trockenen Pulvers erhalten, das noch 0,44 °,, Asche aufwies. 


Fiir die Analysen wurde die Substanz bei 78° im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd 6 Stunden getrocknet. 

0,2059 g trockene Pektinsdure in 10 cem Wasser gelést. c = 2,06; 1 = 1; 
ap = + 3,37°; [a]lp = + 160,0°. 

0,1804g¢ Substanz: 0,2851g CO,: 0,0917g H,O; 0,0008g Asche 
(= 0,44%). 

Gef.: C: 43,29, H 5,71, auf aschefreie Substanz bezogen. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,2176 g Substanz: 0,1404 g AgJ. — 
0,3317 g Substanz: 0,2201 g AgJ. 

Gef.: Methoxyl] CH,O: 8,52, 8,77. 

Molekulargewicht. 0,2099g trockene Pektinsdure in 10ccm Wasser 
gelést. Gefrierpunktserniedrigung: A; = 0,0335°. Molekulargewicht: 1165. 

Aziditat. 10g trockene Pektinsdure neutralisierte 11,4 ccm n/10 
Natronlauge. 

Galakturonsdure. 0,6549 g trockene Pektinsdure spaltete beim Erhitzen 
mit 12 %iger Salzsiure 0,1087 g, entsprechend 16,6 % CO, ab, entsprechend 
73,0% Galakturonsdure. — 

Arabinose. 1. 0,3598g trockener Pektinsdure lieferten, nach Tollens 
mit 12%iger Salzséure destilliert, 0,1400 g Furfurolphloroglucid. Nach 
obiger Analyse enthalt 1g Pektinséiure 0,7304g Galakturonsiure, ent- 
sprechend 0,2767 g Furfurolphloroglucid (nach Division mit dem Faktor 
2,64). Die Differenz 0,389l1g — 0,2767 g = 0,1124g ergibt die Menge 
Furfurolphloroglucid, die aus Arabinose entstanden ist. Aus den Kréber- 
schen Tabellen! berechnet sich ein Gehalt von 0,1296g Arabinose oder 
12,96% Arabinose wn der Pektinsdure. ‘ 

2. 0,7282g trockene Pektinsiure gaben, mit 12% iger Salzséure 
destilliert, 0,2810 g Furfurolphloroglucid. Aus der Galakturonséure stammen 
nach obiger Art der Berechnung 0,2015g Furfurolphloroglucid, aus der 
Arabinose 0,0795 g. Folglich Gehalt an Arabinose 11,8°%, der Pektinséure. 

Essigsdure. 2,9192 g trockene Pektinséure wurden in 300 ccm Wasser 
gelést und die Fliissigkeit mit Barytwasser gegen Phenolphthalein titriert. 
Verbrauch: 32,1 cem n/10 Baryt. 1g Pektinséiure neutralisierte demnach 
11,0cem n/10 Baryt. 

Es wurden nun zu der Lésung 3llccm n/10 Baryt hinzugegeben. 
Es scheidet sich sofort nach der Neutralisation eine farblose Gallerte ab, 
die nach Zugabe der ersten 100 ccm ein steifes Gelee bildet. Die Lésung 
wurde in iiblicher Weise 6 Svunden auf dem Wasserbad erhitzt, dann mit 


1 van der Haar, |. c., 8. 77. 
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so viel 10 %iger Schwefelséiure versetzt, dal eine etwa 2% ige Lésung vo: 
freier Schwefelséure entstand, die mit Wasserdampf destilliert wurde. 
9 Liter Destillat neutralisierten 80,5 ccm n/10 Baryt. 

Die vereinigten neutralisierten Destillate wurden nach Zusatz eines 
geringen Uberschusses von Baryt auf dem Wasserbad auf 200ccm ei: 
geengt und die erhaltene Fliissigkeit zur Zerst6rung der Ameisenséure mit 
einer Lésung von 9g Kaliumbichromat und 40g konzentrierter Schwefe!- 
sdure in 100cem Wasser 2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt und noch- 
mals mit Wasserdampf destilliert. 


7 Liter Destillat neutralisierten 52,1 cem n/10 Baryt, dem entspricht 
eine Menge von 0,3126¢ oder 10,7°% Essigsdure in der Pektinsdurc. 

Bariumacetat. Die mit Barytlésung neutralisierten Destillate 
wurden in einer Platinschale auf ein kleines Volumen eingedampift 
Der Riickstand, das essigsaure Barium, wurde mehrere Male mit Alkoho! 
zur Entfernung des Phenolphthaleins ausgekocht. 

0,2376 g des bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Barium- 
acetats wurden mit Schwefelsiure abgeraucht. Erhalten 0,2186 g BaS0,. 
(CH,COO),Ba. Ber.: 53,80; 

gef.: 54,14. 

Bariumsalz der Galakturonsiure. Die wie oben angegeben mit 
Barythydrat und Schwefelsiure hydrolysierte Lésung der Pektinsaure 
wurde nach Vertreibung der Essigsiure mit Wasserdampf auf dem 
Wasserbade mit iiberschiissigem Bariumcarbonat erhitzt, mit Tierkohle 
qntfarbt, filtriert und das Filtrat im Vakuum auf ein kleines Volumen 
eingeengt. Durch Eintragen in Alkohol fiel das Bariwmsalz der 
Galakturonsdéure aus, das man abfiltrierte, mit Alkohol und Ather 
wusch und bei 110° trocknete. Aus 3,8156g Pektinsiure wurden 
0,659 einer schwach gelb gefarbten Substanz erhalten. Dieses Salz 
wurde in der iiblichen Weise aus wisseriger Lésung nochmals mit 


Alkohol umgefiaillt. 


0,1989 g im Vakuum bei 78° iiber Phosphorpentoxyd getrocknetes 
Bariumsalz der Galakturonséure in 10 cem Wasser gelést, zeigten im 1-dm- 


Rohr eine Drehung von a} = + 0,599; ¢ = 1,99; 
[a] = + 29,7°. 


(F. Ehrlich und R. v. Sommerfeld* fanden {al} = + 32,6°). 
0,1603 g¢ trockenes Bariumsalz lieferten nach Abrauchen mit Schwefel- 
siure im Platintiegel 0,0705g¢ BaSO,. 
(C,H,O,),.Ba. Ber.: 26,30% Ba; 
gef.: 25,88% Ba. 
III. 50g rohes trockenes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsaure 
aus Hydratopektin der Orangenschalen wurden in 2 Liter Wasser 
gelést, mit wenig 10°%,iger Oxalsiurelésung versetzt und 24 Stunden 
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stehengelassen. Die Lésung triibte sich unter Ausscheidung von fein- 
verteiltem Calciumoxalat, das sich durch Filtration iiber Kieselgur 
gut abscheiden lieB. Das blanke gelbe Filtrat wurde im Vakuum bei 
40 bis 45° auf etwa 3, Liter eingeengt und nach Zusatz von 50 cem 
10° .iger Salzsiure mit 3 Liter 96°,igem Alkohol versetzt. Aus dem 
Gallertniederschlag gewann man in iiblicher Weise 28,39 trockene, 
fast farblose Pektinsdure. 

Zur weiteren Reinigung wurde diese mit Salzsiure umgefillt, 
wobei dann 22,5 g Pektinsdure in Form eines weiben lockeren Pulvers 
zu gewinnen waren. Zur Ausfiihrung der Analysen wurde diese regel- 
maBig bei 78° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. 

0,1979 g Substanz: 0,3121g CO,, 0,1005g H,O, 0,0012g Asche 
(= 0,61 %). 

Gefunden in der aschefreien Substanz: C 43,27, H 5,73. : 

0,2064 ¢ Pektinséiure in 10ccm Wasser gelést. c = 2,06; 1 = 1; 
ap = + 2,749; [a}} = + 133,0 

Galakturonsdure. 0,4735 g Substanz: 0,0775 g CO,. Gef.: Galakturon- 
sdure 72,2%,. 

Aziditat der lufttrockenen und der volistandig getrockneten Pektinsdure. 
Auf 1,0g berechnet, verbraucht die vollstandig getrocknete Pektinsaiure 
zur Neutralisation 10,9 com n/10 NaOH. 

Um festzustellen, ob durch das Trocknen im Vakuum iiber P,O, bei 78° 
eine chemische Verénderung der Pektinsaéure stattfindet, wurde folgender 
Versuch angestellt: 

Von einer gréBeren Menge lufttrockener Pektinsiiure, wurde der 
Feuchtigkeitsgehalt durch Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
bis zur Gewichtskonstanz bestimmt und zu 11,50% H,O gefunden. 0,4813 g 
lufttrockene Pektinséure mit 11,50°% Feuchtigkeitsgehalt bzw. 0,4280g 
Trockensubstanz wurden gegen Phenolphthalein von 4,6 ccm n/10 Natron- 
lauge neutralisiert. 1,0g lufttrockene Pektinséure verbraucht demnach 
zur Neutralisation 9,6ccm n/10 Natronlauge oder, auf Trockensubstanz 
bezogen, 10,8 ccm, wihrend 1,0g Pektinséure, im Vakuum bei 78° getrocknet, 
10,9 com neutralisiert. 

Durch die intensive Trocknung ist also keine Anhydrisierung der 
Pektinséure eingetreten, vielmehr ist diese unveraindert geblieben. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,1860 g Substanz: 0,1270¢ Ag J. 
Der Gehalt an Methoryl, CH,O, betragt demnach 9,00%. 

Essigsdure. Diese Bestimmung wurde ohne vorherige Verseifung mit 
Alkali durehgefiihrt. 5,3382 g¢ trockener Pektinséure. wurden in 200 cem 
2%iger Schwefelséiure gelést und direkt im Wasserdampfstrom destilliert. 
Zur volistandigen Abspaltung und Ubertreibung der Essigsiure muBten 
22 Liter Wasser destilliert werden, die insgesamt 150,4ccm n/1l0 Natron- 
lauge neutralisierten. Die gesamten Destillate wurden auf dem Wasserbad 
auf etwa 200 ccm eingeengt, die entstandene Ameisenséure mit Kalium- 
bichromat und Schwefelséure oxydiert und das Ganze erneut mit Wasser- 
dampf destilliert. 

8 Liter Destillat wurden gegen Phenolphthalein von 92,4ccem n/10 
Natronlauge neutralisiert, die einer Menge von 0,5544g Essigsiure ent- 
sprechen. Es sind also 10,4% Essigsdure in der Pektinsdure vorhanden. 
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Abspaltung von Essigsdure der Pektinsdure durch lang andauerndes 
Erhitzen mit Wasser. Zur Klaérung der Frage, wieweit etwa durch das 
Verdampfen und Erhitzen mit Wasser die urspriingliche Substanz Verluste 
an Acetylgruppen erleidet, wurden 3,3006g trockene Pektinséure im 
Wasserdampfstrom destilliert und die Destillate gegen Phenolphthalein 
titriert. Mit 9 Liter Destillat war nur sehr wenig fliichtige Saure iiber- 


gegangen, die zur Neutralisation nur 5,8ccm n/10 NaOH verbrauchte, 


was einer Menge von 0,0348g Essigséure oder 1,0% Essigséure in de: 
Pektinsaéure entspricht, d.h. auf die gesamte in der Pektinsaure urspriing- 
lich vorhandene Essigséure berechnet, 9,6 %. 


Diese Zahlen zeigen, daB eine Abspaltung von Acetylgruppen aus der 
Pektinséure durch lang andauernde Einwirkung von heifSem Wasser woh! 
za beobachten ist, aber nur in relativ geringem MaBe erfolgt. Die bei der 
Herstellung eingehaltenen Versuchsbedingungen diirften also den Acety!- 
gehalt der Pektinséure kaum verandert haben. 

Reaktionen der Pektonsdure. Angewandt eine 5 %ige Pektinsaéurelésung: 

Mit Natronlauge eine sofortige Gelbfarbung und allmablich eine Triibung. 

Mit Kalkwasser Triibung und allmahlich Bildung einer Gallerte unter 
geringer Gelbfarbung. 

Mit Baryt im Uberschu8 dicke Gallerte. 


Niederschldge liefern Kupfersulfat (triibe, blaue Gallerte), Bleiacetat 
(dicke, farblose Gallerte), Uranylacetat (gelbe, triibe Gallerte), Zinksulfat 
gibt geringe Triibung. 

Kein Niederschlag wurde erhalten mit Lésungen von Calciumchlorid, 
Bariumchlorid, Magnesiumsulfat, Ferrocyankalium, Ferricyankalium, Li- 
thiumcarbonat, Mangansulfat, Salzsiiure, Phosphorsifure, Kochsalz, Mono- 
und Dikaliumphosphat, Quecksilberchlorid, Eisenchlorid, Ferrosulfat, 
Nickelnitrat und Kobaltnitrat. 


Pektinsdure 
aus dem Hydratopektin einzelner gesonderter Ausziige der Orangenschalen 
(vgl. Tabelle IT). 


500 g lufttrockene Orangenschalen, die wie friiher mit Alkohol 
von Farbstoff befreit waren, wurden in der oben angegebenen Weise 
mehrmals mit Wasser von 50 bis 55° bis zur vollstandigen Entfernung 
der léslichen Bestandteile ausgelaugt. Das so vorbehandelte Material 
kochte man dann mit je 10 Liter destilliertem Wasser, wie ebenfalls 
vorher beschrieben, zuerst eine halbe Stunde (Auszug A), dann eine 
Stunde (Auszug B), schlieBlich 2 Stunden (Auszug C) unter jedes- 
maliger Erneuerung des Wassers, verarbeitete aber die erhaltenen 
Ausziige nicht zusammen, sondern jeden fiir sich gesondert. Der un- 
gelést gebliebene Riickstand wurde dann noch dreimal mit je 10 Liter 
Wasser je 3 Stunden lang ausgekocht. Die hierbei erhaltenen Extrakte 
(D—F) wurden gemeinsam verarbeitet. Die so gewonnenen vier 
Ausziige dampfte man getrennt jeden fiir sich auf 500 ccm ein und 
versetzte das jedesmal erhaltene Volumen der wasserigen Fliissigkeit 
mit der doppelten Menge 96 °,igem Alkohol. Es fiel dann in jedem Falle 
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das Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdiure in gallertartigen Flocken 
aus, wahrend das Araban in Lésung blieb. Das pektinsaure Salz wurde 
in der tiblichen Weise zur méglichst vollstandigen Entfernung des 
Arabans erst mit 70°,igem, dann mit 96°igem Alkohol und Ather 
gewaschen und getrocknet. Jedes dieser vier Priiparate des pektin- 
sauren Salzes liste man dann fiir sich in 1, Liter Wasser, filtrierte 
die Lésung iiber Kieselgur vollkommen klar und fillte sie nach Zusatz 
von so viel Salzsdure, daB die Fliissigkeit 1°, davon enthielt, mit 
2 Volumen 96°%,igem Alkohol. Die als Gallerte sich abscheidende 
Pektinsaure wurde in jedem Falle zur vollstandigen Entfernung der 
Chlorionen mehrmals erst in 70°%,igem, dann in 96°,igem Alkohol 
suspendiert, nunmehr abfiltriert und abgesaugt, sehr intensiv mit 
Alkohol und Ather gewaschen und an der Luft getrocknet. Die einzelnen 
Praiparate unterzog man dann zur vollstandigen Reinigung nochmals 
demselben Fallungs- und Auswaschverfahren und gelangte so zu sehr 
reinen farblosen Substanzen, die nur noch Spuren von Asche enthielten. 
Zur Untersuchung wurden sie im Vakuum bei 78° iiber Phosphor- 
pentoxyd vollstandig getrocknet. 


Auszug A. 

Ausbeute 11,6 g Pektinsdure. 0,1761 g Substanz: 0,2764 ¢ CO,, 0,0817 g 
H,0, 0,0005 g Asche (= 0,28%). 0,2058 ¢ Substanz: 0,3251 g CO,, 0,0960 g 
H,0, 0,0008 g Asche (= 0,40 %). 

Auf aschefreie Substanz berechnet, ergibt sich: 

C 43,00, 43,25, H 5,25, 5,12. 

Molekulargewicht. 0,2075 g Substanz in 10 ccm Wasser gelést. c = 2,075; 
Ay = 0,032°. 

Gef.: Molekulargewicht 1206. 

Spezifische Drehung. 0,2707g Substanz in 10 ccm Wasser gelést. 
e= 2,71; l= 1; ap = + 5,349; [a]? = + 197,59. 

Aziditat. 1,0g Substanz neutralisierte 13,8 com n/10 NaOH. 

Methoryl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,3457 g Substanz: 0,1819g AgJ. 
— 0,3011 g Substanz: 0,1626g¢ AgJ. 

Gef.: Methoryl, CH,O, 6,95, 7,15. 

Galakturonsdure. 1,2935 g Substanz: 0,2277 g CO,. — 0,4348 g Substanz: 
0,0768 g CO,. 

Gef.: Galakturonsdure, C,H,,0,, 77,44, 77,88. 

Arabinose. 1. 0,4587 g Substanz: 0,1782 g Furfurolphloroglucid, davon 
0,1350 g aus Galakturonséure und 0,0432g aus Arabinose entstanden. 

Gef.: Arabinose 0,0536 g, entsprechend 10,66%,. 


2. 0,4990 g Substanz: 0,1895g Furfurolphloroglucid, davon aus 
Galakturonséure 0,1469 g, aus Arabinose 0,0426 g entstanden, 


Gef.: Arabinose 0,0530 g, entsprechend 10,60%. 
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Essigsdure. 1,8817g Pektinsiure in 200ccm Wasser gelést und 
neutralisiert mit iiberschiissigen 100 cem n/10 NaOH, 6 Stunden auf dem 
Wasserbad verseift, gab, mit Schwefelsiure angeséiuert und im Wasse: 
dampfstrom destilliert, 8 Liter Destillat, die zur Neutralisation 55,0 ccm 
n/10 Natronlauge verbrauchten. Nach Oxydation der Ameisenséure durc) 
Bichromat lieferte eine zweite Wasserdampfdestillation 5 Liter Destillat, 
die 44,6cem n/10 Natronlauge neutralisierten. Dem entspricht 0,2678 ¢ 
Essigsiure oder 12,1% Essigsdéure in der Pektensdure. 


Galaktose. 1,1145g Pektinséure wurden in 10 ccm n/10 Schwefelsaéure 
gelést und unter RiickfluBkiihlung 8 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt 
Anfangsdrehung [a]p = + 190,9°, nach 8 Stunden Erhitzen [a]p = + 170,2°. 
Neutralisiert mit 10cem n/10 NaOH. 2ccm der neutralisierten Lésung, 
enthaltend 0,1114 g Pektinsiure, mit 1 ccm Hefewasser versetzt und mit 
Lactosehefe beimpft bei 30° in 2 Tagen vergoren. Erhalten 0,9ccem CO, 
(19°, 756 mm), entsprechend 0,8 cem CO, (0°, 760 mm). 

Zur Feststellung der noch gelést gebliebenen Kohlenséure wurde 
diese aus der vergorenen Lésung durch Erwarmen entfernt, in der ver- 
bleibenden Fliissigkeit (3 ccm) 0,0242g reine Galaktose gelést und die 
Lésung wieder mit Lactosehefe bei 30° vollstaéndig vergoren. Aus zu- 
gesetzter Galaktose erhalten 3,leem CO, (17°, 760mm), entsprechend 
2,8cem CO, (0°, 760mm), wahrend theoretisch aus 0,0242g Galaktose 
5,5 cem CO, (0°, 760 mm) hatten entsteben miissen. Demnach in Lésung 
geblieben 2,7 cem CO, (0°, 760 mm), die zu obigen 0,8cem zu addieren 
sind. Folglich aus Galaktose der angewandten 0,1114 g¢ Pektinséiure im 
ganzen erhalten 3,5ccem CO,, entsprechend 0,0145g urspriinglich vor- 
handener Galaktose. CGehalt der Pektinséiure an Galaktose 13,1%,. 


Auszug B. 


Ausbeute 10,29 Pektinsdure. 

Elementaranalyse. 0,2162g Substanz: 0,3405g CO,, 0,0999g H,O, 
0,0006 g Asche (= 0,28%). 0,2275g Substanz: 0,3611 g CO,, 0,1069 ¢ 
H,O, 0,0005 g Asche (= 0,22%). 

Auf aschefreie Substanz berechnet gef.: C 43,06, 43,38; H 5,18, 5,27. 

Molekulargewicht. 0,3798 g Substanz in 10 cem Wasser gelést. ¢c = 3,80; 
Ay = 0,052°. Gef.: Molekulargewicht 1358. 

Spezifische Drehung. 0,1802g Substanz in 10cem Wasser geldést. 
e= 1,80; 1=2; ap = + 6,45°; [aff = + 179,1°. 

Aziditadt. 1,0g Substanz neutralisierte 12,3 cem n/10 Natronlauge. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 09,1952 g Substanz: 0,0903 g Ag J, 
entsprechend 6,25% Methoxryl CH,O. 

Galakturonsdure. 0,6187 g Substanz: 0,0938 g CO,. 0,6949 g Substanz: 
0,1062 g CO,. 

Gef.: Galakturonsdure, C,H, )Q,, 66,70, 67,23. 

Essigsdure. 2,0091 g Substanz verseift, angeséuert und mit Wasser- 
dampf abgetrieben, ergaben ein Destillat, das 51,3 ccm n/10 Natronlauge 
neutralisierte, nach der Oxydation der Ameisenséure von neuem destilliert, 
ein Destillat mit einem Verbrauch von 42,0cem n/10 NaOH. Daraus 
berechnet sich der Essigsduregehalt in der Pektinséure zu 0,2520g¢ oder 
12,5%. 
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Arabinose. 0,6177 g Substanz: 0,2289¢ Furfurolphloroglucid, davon 
entstanden aus Galakturonséure 0,1567g, aus der Arabinose 0,0722 ¢. 
Dem entsprechen 0,0855 g oder 13,84°, Arabinose in der Pektinsaure. 

Galaktose. 2,1850g Pektinséiure, mit 20cem 1°%iger Schwefelséure 
8 Stunden unter RiickfluSkiihlung erhitzt und dann mit 4cem n-Natron- 
lauge versetzt. py = 6,2. 3ccm Hydrolysat + lcem Hefewasser mit 
Lactosehefe beimpft. Géarung nach 48 Stunden beeadet. 








Garansatz Abgelesen ae As ES Reduziertes Volumen 
Nr. com CO, to mm Hg com CO, (0°, 760 mm) 

I 7,2 18 751 6,7 

II 7,8 20 755 6,8 

Ill 7,0 19 756 6.5 


2,5cem der vergorenen Lésung nach Vertreibung der gelésten Kohlen- 
siure durch Erwarmen nach Zusatz von 0,0410g reiner Galaktose 
vergoren. Erhalten 8,5 ccm CO, (20°, 745 mm), entsprechend 7,8 cem CO, 
(0°, 760mm), wéhrend 9,3cem CO, (0°, 760mm) im ganzen hatten 
entstehen miissen. Demnach sind in 1 cem der Garfliissigkeit noch 0,6 cem 
CO, gelést. Die Korrektur fiir gelést gebliebenes CO, in den obigen 
Garansaétzen betrigt 2,4cem. Folglich in der Pektinséiure gefunden: 
I. 9,1 cem COg, entsprechend 0,0400 g bzw. 14,6 % Galaktose. II. 9,2 cem CO,, 
entsprechend 0,0405g hzw. 14,7% Galaktose. III. 8,9cem CO,, ent- 
sprechend 0,0392 g bzw. 14,4% Galaktose. 


Auszug C. 


Ausbeute 11,1] g Pektinsdure. 

Elementaranalyse. 0,2261g Substanz: 0,3608g¢ CO,, 0,1066g¢ H,O, 
0,0008 g Asche (= 0,36%). 0,2126g Substanz: 0,3361 ¢ CO,, 0,1002 g 
H,O, 0,0007 g Asche (= 0,33 %). 

Auf aschefreie Substanz berechnet, ergibt sich: 

C 43,50, 43,37; H 5,29, 5,33. 

Molekulargewicht. 0,3722 g Substanz in 10 cem Wasser gelést. ¢ = 3,72; 
ty = 0,051°. 

Gef.: Molekulargewicht 1350. ‘ 

Spezifische Drehung. 0,1819g Substanz in 10cem Wasser gelist. 
ec = 1,82; l= 2; ap = + 6,389; [a]p = + 175,3°. 

Aziditat. 1,0g Substanz neutralisierte 12,8 cem n/10 Natronlauge. 

Methoryl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,2769 g Substanz: 0,1239g¢ Ag J. 

Gef.: Methoxyl, CH,O, 5,85%,. 

Galakturonsdure. 1,0043g Substanz: 0,1535¢ CQOx,. 

Gef.: Galakturonsdure, CgH,)O,;, 67,3 %. 


Essigsdure. 2,0034g Pektinséure wurden mit iiberschiissiger n/10 
Natronlauge auf dem Wasserbad verseift und mit Wasserdampf destilliert. 
Zur Neutralisation waren 39,9ccm n/10 Natronlauge erforderlich. Nach 
Eindampfen der Destillate auf dem Wasserbad wurde die Ameisenséiure 
mit Kaliumbichromat und Schwefelséure oxydiert und das mit Wasser- 
dampf iibergetriebene Destillat erneut mit n/10 Natronlauge titriert. 





| 
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Der Verbrauch betrug 36,4ccm, dem entsprechen 0,2184g bzw. 10,9' 
Essigsdure in der Pektinsdure. 


Arabinose. 0,8701 g Substanz: 0,3245g Furfurolphloroglucid, davon 
0,2174g aus der Galakturonséiure und 0,1071 g aus der Arabinose ent- 
standen. 

Gef.: Arabinose 0,1238 g, entsprechend 14,23%. 


Galaktose. 1,7450 g trockene Pektinsaéure in 100cem 1 %iger Schwefe!l- 
sdéure 8 Stunden unter RiickfluBkiihlung auf dem Wasserbad erhitzt. Das 
Hydrolysat wurde mit iiberschiissigem Bariumcarbonat neutralisiert, 
filtriert, das Filtrat im Vakuum eingeengt und schlieBlich auf 20 ccm 
aufgefiillt. 


3cem Hydrolysat + 1cem Hefewasser mit Lactosehefe beimpit. 
Gaérung nach etwa 48 Stunden beendet. 





Abgelesen 





Giransatz Reduziertes Volumen 
Nr. com CO, 10 mm Hg com C Oz, (0°, 760 mm) 

I 7,2 18 750 6,7 

II 6,7 19 759 6,3 

ll 6,9 16 761 6,5 


4ccem der vergorenen Lésung nach Vertreibung der gelésten Kohlen- 
siure durch Erwirmen mit 0,0365 g reiner Galaktose vergoren. Erhalten 
5,9 cem CO, (19°, 754 mm), entsprechend 5,5 cem CO, (0°, 760 mm), wahrend 
8,3.cem CO, im ganzen hitten entstehen miissen. 

Demnach in leem Garfliissigkeit noch 0,7cem CO, (0°, 760 mm) 
gelést. Die Korrektur fiir die gelést gebliebene Kohlensaure in den obigen 
Garansatzen betrigt 2,8ccem CQO,. 

Folglich in der Pektinséure gefunden: I. 9,5 cem CO,, entsprechend 
0,0418 g bzw. 16,0% Galaktose. II. 9,1 ccm CO,, entsprechend 0,0400 g 
bzw. 15,3% Galaktose. II. 9,3ccm CO,, entsprechend 0.0409 g bzw. 
15,6% Galaktose. 


Trocknungsversuche mit Pektinsdure. 

1,6295 g im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknete Pektinséure nahm in einer Glasglocke tiber Wasser 0,5519 g 
auf. Diese jetzt 25,3°% H,O enthaltende Substanz wurde nunmehr im 
Vakuum iiber Schwefelsiure 5 Tage stehengelassen. Sie verlor dabei 
wieder 0,5515 g H,O, d. h. fast das ganze vorber angezogene Wasser. Wurde 
die so getrocknete Substanz noch 26 Stunden im Vakuum iiber P,O; auf 
100° erhitzt, so entwichen nur noch 0,0006 g H,O. 


Auszug D bis F. 


Ausbeute 6,49 Pebtinsdure. 

Elementaranalyse. 0,1606g Substanz: 0,2527g CO,, 0,0777g H,0, 
0,0006 g Asche (= 0,37%). 

Auf aschefreie Substanz berechnet, gef.: C 43,08, H 5,43. 

Spezifische Drehung. 0,2373g Substanz gelést in 10cem Wasser. 
ce = 2,37; l= 2; ap = + 7,64; [a]? = + 160,9°. 
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Aziditat. 1,0 g Substanz neutralisierte gegen Phenolphthalein 13,9 cem 
n/l10 NaOH. 

Methoxyl durch Verseifen. 0,2017 g Substanz verbrauchten nach der 
direkten Neutralisation beim Stehen in der Kalte mit iiberschiissiger Lauge 
innerhalb von 2 Stunden 3,5 cem n/10 Lauge. Nimmt man an, dab hierbei 
eine Verseifung und Abspaltung der Methylestergruppen stattgefunden hat, 
so wiirde diese Menge einem Gehalt von 5,4°%, Methoryl in der Pektinséure 
entsprechen, was mit der folgenden Analyse iibereinstimmt. 


Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Shitar. 0,2017 g Substanz: 0,0815g AgJ. 
Gef.: Methoxyl, CH,O, 5,35%,. 


Galakturonsdure. 0,5703 g Substanz: 0,0858 g CQ,. 
Gef.: Galakturonsdure, C,H,,0,;, 66,2%. 


Arabinose. 0,4853g Substanz: 0,1770g¢ Furfurolphloroglucid, davon 
0,1216 gz aus der Galakturonséure und 0,0554g aus der Arabinose ent- 
standen. 

Gef.: 0,0670 g, entsprechend 13,8°% Arabinose. 


Galaktose. 2,1020 g trockene Pektinséure mit 20 cem 1 %iger Schwefel- 
siure 8 Stunden unter RiickfluBkiithlung erhitzt und dann mit 4ccm 
n-Natronlauge versetzt. 3 ccm Hydrolysat + 1ccm Hefewasser mit Lactose- 
hefe beimpft. Gérung nach 2 Tagen beendet. 








| 
Garansatz Abgelesen Reduziertes Volumen 
Nr. | cem CO, % 40 mm Hg com © Oz (0°, 760 mm) 
I 6.6 20 752 6,1 
II 6,7 20 752 6,2 
Ill 6,3 18 758 5,9 


4ccm der vergorenen Lésung nach Vertreibung der gelésten Kohlen- 
sdure durch Erwarmen mit 0,0419 g reiner Galaktose vergoren. Erhalten 
7,1 cem CO, (20°, 748 mm), entsprechend 6,5 cem CO, (0°, 760 mm), wahrend 
9,5cem CO, im ganzen hatten entstehen miissen. Demnach in 1 cem der 
Garfliissigkeit noch 0,75 cem CO, gelést. Die Korrektur fiir gelést gebliebenes 
CO, ia den obigen Gaéransatzen betragt 3,0 ccm. Folglich in der Pektinsdéure 
gefunden: I. 9,1 cem CO,, entsprechend 0,0400g bzw. 15,2% *Galaktose. 
II. 9,2 cem CO,, entsprechend 0,0405 g bzw. 15,1°%, Galaktose. III. 8,9 cem 
CO,, entsprechend 0,0392 g bzw. 14,9°% Galaktose. 


Tetra-Galakturonsduren aus Pektinsdure der Orangenschalen. 
Tetra-Galakturonsdure a. 
40g rohes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinséure mit einem 
Wassergehalt von 12,81 °,, entsprechend 34,9 g des trockenen Salzes, 
lésten sich in 400 ccm Wasser unter Erwirmen auf dem Wasserbad 
zu einer tiefdunkelbraunen, zahfliissigen Lésung. Nach Zugabe von 
60 ccm konzentrierter Salzsiure, so daB eine 5°,ige salzsaure Lésung 
entstand, erhitzte man das Ganze 8 Stunden auf dem Wasserbad. 
Schon nach ungefahr 40 Minuten begann sich die Lésung zu triiben 
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und allmahlich setzte sich ein gelblich gefarbter feinkérniger Nieder 
schlag ab. Nach Stehen iiber Nacht wurde dieser abfiltriert, mit 150 ccm 
5°, iger Salzsaure, dann bis zur Entfernung der Chlorionen mit Wasse: 
und schlieBlich mit Alkohol gewaschen. Um ein méglichst farbloses 
Produkt zu erhalten, wurde die Substanz noch mehrmals mit Alkoho! 
auf dem Wasserbad ausgekocht, schlieBlich mit Ather behandelt 
im Morser trocken verrieben und 4 Stunden bei 110° getrocknet. Aus 
beute 9,69 hellgelb gefirbte Tetra-Galakturonsdure a, entsprechend 
27,5%, auf das rohe trockene Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure 


bezogen. Die Drehung des Filtrats im 2-dm-Rohr betrug ap = + 1,77 


Die Saure wurde zur Reinigung noch einmal in 800 ccm kochenden 
Wassers gelést, die Lésung unter Zusatz von Kieselgur klarfiltriert 
und die nunmehr fast farblose Fliissigkeit nach dem Erkalten mit 
Salzsiure im Uberschu8 versetzt. Die ausfallenden farblosen Flocken 
filtrierte man ab, behandelte sie wie oben beschrieben mit verdiinnte: 
Salzsiure, Wasser, Alkohol und Ather und trocknete sie 4 Stunden 
lang bei 110°. Das salzsaure Filtrat zeigte eine Drehung vonap = +- 1,04° 
(i= 2). Die Ausbeute betrug 6,2 g Tetra-Galakturonsdure a in Form 
eines rein weiBen Pulvers, das nur Spuren von Asche enthielt. 


Zur Analyse wurde die Verbindung bei 78° im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd nachgetrocknet. 


Elementaranalyse. 90,1313 g Substanz: 0,1958g CO,, 0,0497g H,0, 
0,0004 g Asche (= 0,30%). 0,1281 g Substanz: 0,1906 g CO,, 0,0534 g H,0O, 
0,0003 g Asche (= 0,23%). 

Auf aschefreie Substanz bezogen: 

Cy,Hs,Oq,. Ber.: C 40,92, H 4,55; 
gef.: C 40,80, 40,67, H 4,25, 4,67. 

Molekulargewicht. 0,1467 g Substanz in 50 cem Wasser gelést. c = 0,293, 
Ay = 0,008°. 

CogH3gOq- Molekulargewicht. Ber.: 704; 
gef.: 682. 

Spezifische Drehung. 0,2562 g Substanz in 15ccem n/10 Natronlauge 
gelést. c= 1,71; 1= 2; aff = + 9,479; [aff = + 277,39. 

Die Drehung stimmte also mit der aus Riibenpektin hergestellten 
Tetrasdure a iiberein, die F. Ehrlich und F. Schubert! zu [alff = + 275° 
gefunden haben. 

Aziditat. 1,0 g Tetraséiure a verbraucht gegen Phenolphthalein 54,2 cem 
n/10 NaOH zur Neutralisation. Fiir Cy)7H,,0;,.(C OOH), berechnet, 56,8 com. 

Galakturonsdure. 0,3807 g Substanz gaben nach Tollens-Lefévr 
0,0960 g CO. 

Cop Hy,0y.(COOH),. Ber.: CO, 25,0; Galakturonsaure C,H,,O, 110,0; 

gef.: CO, 25,2; Galakturonséure C,H,,O, 110,9. 


1 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 62, 1974, 1929. 
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Tetra-Galakturonsdure b. 


Das salzsaure Filtrat der oben beschriebenen Tetra-Galakturon- 
siure a samt den ersten Anteilen der Waschwisser wurde im Vakuum 
bei 40 bis 45° auf 200 cem eingeengt und mit | Liter 96 °.,igem Alkohol 
versetzt, worauf ein fleckiger, nach einigem Stehen sich zusammen- 
ballender Niederschlag ausfiel, die T'etra-Galakturonsdure b. Der Nieder- 
schlag wurde in der iiblichen Weise mit Alkohol und Ather behandelt 
und schlieBlich bei 110° getrocknet. Man erhielt 2,7 g eines lockeren, 
aschehaltigen weiben Pulvers = 7,74°,, auf rohes trockenes Calcium- 
Magnesiumsalz der Pektinséiure berechnet. 

Fiir die folgenden Bestimmungen wurde die Verbindung bei 78° im 
Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Spezifische Drehung. 0,2296g Substanz in 10ccm Wasser gelést. 
c= 2,30; 1= 1; a} = + 4,96; [aif = + 216,1°. . 

Aziditét. 0,1607 g Substanz neutralisierten nach 24stiindigem Stehen 
mit iiberschiissiger Lauge 6,7 ccm n/10 NaOH. 1,0g Siiure verbraucht 
demnach zur Neutralisation 41,7 ccm n/10 NaOH. 

Da die Tetrasadure b noch aschehaltig war, wurden 1,5 g Roh- 
produkt noch einmal in wenig Wasser gelést, unter Zusatz von etwas 
Salzsaure in das fiinffache Volumen Alkohol eingetragen und der 
fleckige Niederschlag wie oben behandelt. Nach Trocknen bei 110° 
wurden /,2g Pulver von minimalem Aschengehalt als rein weibe 
lockere T'etra-Galakiuronsdure b gewonnen, die fiir die Analyse noch 
bei 78° im Vakuum nachgetrocknet wurde. 

Elementaranalyse. 0,2294g Substanz: 0,3419g¢ CO,, 0,0934g H,0O, 
0,0009 g Asche (= 0,39%). Auf aschefreie Substanz bezogen: 

C,,H3,0,,. Ber.: C 40,92, H 4,55; 
gef.: C 40,65, H 4,56. 

Molekulargewicht. 0,2331 g Substanz in 10 ccm Wasser gelést. c = 2,33; 
Ay = 0,066°. 

CoqHs20.,. Molekulargewicht. Ber.: 704; 
gef.: 657. 

Spezifische Drehung. 0,1923g Substanz in 10ccm Wasser gelést. 
c= 1,92; 1=2; a? = + 9,23°; [aff? = + 240,0°. 

F. Ehrlich und F.. Schubert fanden (1. c.) fiir die aus Riiben hergestellte 
Tetraséiure b [af = + 250°. 

Aziditat. 0,1731 g Substanz neutralisierten nach 24stiindigem Stehen 
mit tiberschiissiger Lauge 9,7ccm n/10 NaOH. 1,0g Tetraséure b ver- 


braucht demnach zur Neutralisation 56,0 ccm n/10 Natronlauge. (Fiir 
O39Hgg0,,(COOH), berechnet, 56,8 ccm.) 


Die direkte Titration ergab einen Verbrauch von 7,3 cem n/10 Natron- 
lauge. Fiir C,,H,,0,,(COOH), berechnet sich der Verbrauch an n/10 
Natronlauge zu 42,6 cem fiir 1,0g Substanz. Gefunden wurden 42,2 ccm. 
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Damit ist der Beweis erbracht, daB die aus Orangenpektin isoliert. 
Tetrasdure b ebenso wie die friiher aus Riibenpektin gewonnenen ein 
Trianhydro-tetragalakturonsdure-monolacton ist. 

Galakturonsdure. 0,4468 g Substanz gaben nach Tollens-Leféevr: 
0,1113 g CO,. 

C,,H,,0,,. Ber.: CO, 25,0, Galakturonsaéure C,H,,0, 110,0; 
gef.: CO, 24,9, Galakturonséure C,H,,O, 109,6. 

Die wisserige Lésung der Tetraséure b reduzierte in der Hitze deutlich 
Fehlingsche Lésung. 1,0 g einer 2%igen Lésung der Substanz reduzierte 
nach 2 Minuten langem Kochen im ganzen 18,6 com Fehlingsche Lésung. 


Tetra-Galakturonsdure c. 


Zur Feststellung der Frage, ob die Tetra-Galakturonsdure a aus 
Orangenschalen ebenso wie die aus Riiben sich in die T'etra-Galakturon- 
sdure c, Cy,Hy.0,,. H,O, tiberfiihren 1a8t, wurden 2,0 g reine Tetra- 
siure a in 140ccm n/10 Natronlauge gelést. Die Lésung firbte sich 
voriibergehend intensiv gelb und triibte sich allmahlich. Es trat also 
genau dieselbe Erscheinung auf, wie man sie bereits friiher bei derselben 
Verbindung aus Riibenpektin wahrgenommen hatte. Nach sechs- 
stiindigem Stehen wurde die Lésung mit konzentrierter Salzsiure 
versetzt, worauf sich ein feinflockiger, nach einiger Zeit sich zusammen- 
ballender Niederschlag abschied, den man abfiltrierte, mit verdiinnter 
Salzsiiture und Wasser wusch und schlieBlich mit Alkohol und Ather 
behandelte. Nach Trocknen an der Luft und bei 110° erhielt man 
1,759 Tetra-Galakturonsdéure c als rein weifes Pulver, das man zur 
Analyse bei 78° im Vakuum itiber Phosphorpentoxyd trocknete. 

Elementaranalyse der Hydrato-tetraanhydro-tetra-Galakturonsiure 
(Tetraséure c). 0,1997 g Substanz: 0,2924 g CO,, 0,0801 g H,O, 0,0010¢ 
Asche (= 0,50%). 

Auf aschefreie Substanz bezogen: 

Cy9He,0,.(COOH),.H,O. Ber.: C 39,89, H 4,70; 
gef.: C 40,13, H 4,51. 

Spezifische Drehung. 0,2436g Substanz in 10cem n/10 Natronlauge 
gelést. c = 2,44; 1= 2; af = + 13,95°; [aff = + 286,3°. 

F.. Ehrlich und F. Schubert fanden (1. c.) fiir die von ihnen hergestellte 
Tetrasiure c aus Riibenpektin [a|j) = + 285,0°. 

Aziditadt. Auf 1,0 g bezogen, neutralisierte die Substanz 54,] cem n/\0 
NaOH. Per. fiir CygH,,0,(COOH),.H,O 55,4 ccm. 

Galakturonsdure. 0,4640g¢ Substanz spalteten, nach Tollens-Lefévr 
behandelt, 0,1137 g CO, ab. 


Cg9H2g0,.(COOH),.H,O. Ber.: CO, 24,38, Galakturonséure C,H, ,0; 
107,3; 

gef.: CO, 24,50, Galakturonsiure C,H,,0-; 
107,8. 
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d-Galakturonsdure aus der Pektinsdéure der Orangenschalen. 


Als Ausgangsmaterial diente die wie oben beschrieben aus dem 
Caleium-Magnesiumsalz der Pektinsiure durch Spaltung mit Salzsiure 
direkt erhaltene gut ausgewaschene, rohe Tetra-Galakturonsiure a, 
die lufttrocken etwa 6,1 °,, Wasser enthielt. Nach mehrfach angestellten 
Versuchen erwies sich die folgende Darstellungsweise als die giinstigste. 
Sie fiihrte zunachst zur 6-Form der d-Galakturonsiure mit aufsteigender 
Mutarotation, aus der sich dann weiterhin die a-Form der d-Galakturon- 
siure mit absteigender Mutarotation herstellen lie. 


109 Tetrasdure a wurden in 250 cem 1°, iger Schwefelséure sus- 
pendiert, in einem Porzellanbecher im Autoklaven innerhalb von 
10 Minuten auf 4 Atm. Uberdruck, entsprechend einer AuBentemperatur 
von etwa 145°, erhitzt und diese Temperatur 15 bis 20 Minuten lang 
gehalten. Das braunlich gefarbte karamelartig riechende, stark reduzie- 
rende Hydrolysat zeigte eine Drehung, die, auf urspriinglich angewandte 
Substanz berechnet, durchschnittlich [a]p = + 33° bis + 40° betrug. 
Zu der abgekiihlten Fliissigkeit setzte man 8g Ba(OH),.8 H,O in 
200cem heifem Wasser gelist, d. h. cinen kleinen Uberschul 
iiber die zur Ausfallung der Schwefelsiure berechnete Menge, filtrierte 
nach gelindem Erwarmen von dem ausgeschiedenen BaSO, unter 
Zusatz von Tierkohle ab und dampfte das nur schwach hellgelbe Filtrat 
im Vakuum bei 40° zum Sirup ein. Den riickstandigen gelbbraunen 
Sirup kochte man nochmals mit 96°,igem Alkohol aus, filtrierte die 
alkoholischen Extrakte tiber Tierkohle und engte die farblose Fliissigkeit 
wiederum im Vakuum vollstindig ein. Der schlieBlich hinterbleibende 
gelbliche Sirup erstarrte meist spontan in 1 bis 2 Tagen zu einer harten 
Kristallmasse. Diese ergab, mit Alkohol verriihrt, auf der Nutsche 
abgesaugt und mit Alkchol und Ather gewaschen, 2,8 bis 3,1 g d-Galak- 
turonsdure in Form feiner schneeweiber Nidelchen, was einer Ausbeute 
von 28,0 bis 31,0°%, auf lufttrockene Tetrasiure a gerechnet oder 27,1 
his 30,0°, der Theorie entsprach. Beim Umkristallisieren aus 96 °,,igem 
Alkohol erhielt man 2,4 bis 2,7 g Substanz, die dem Schmelzpunkt, 
der Drehung und der Aziditat zufolge mit der B-Form der d-Galakturon- 
sdure identisch war. Zur Analyse wurde sie im Vakuum iiber H,SO, 
bis zur Konstanz getrocknet. Die Verbindung firbte sich bei etwa 
130° schwach rosa und schmolz bei 160° unter Zersetzung. Sie drehte 
rechts und zeigte aufsteigende Mutarotation. 


0,2250 g Substanz in 10cem Wasser gelést. c = 2,25; 1 = 2. 


Anfangsdrehung: aj) = + 2,08°. [a]f) = + 46,3°. 
Enddrehung : ay = + 2,50°. [a]? = + 55,5°. 


Auf 1,0 g bezogen, verbrauchte die Substanz zur)Neutralisation gegen 
Phenolphthalein 48,9 ccm n/10 NaOH. Fiir C,H,,O, ber. 51,5. 
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Ein anderes auf gleiche Weise hergestelltes Priparat zeigte folgen:\: 
Werte: 0,1848 g Substanz in 10 ccm Wasser gelést. c = 1,85; 1 = 2. 
Anfangsdrehung: a3) = + 1,42° [a]p = + 38,5°. 
Enddrehung: ap = + 2,02° [aj]? + 54,6°. 
10g Substanz neutralisierte direkt gegen Phenolphthalein 51,1 com 
n/10 NaOH. Fiir C,H,,O, ber. 51,5. 


12g Substanz wurden nochmals aus absolutem Alkohol um 
kristallisiert. Ausbeute 0,8 g reine B-d-Galakturonsdéure. Fiir die Ana- 
lysen wurde die Verbindung im Vakuum iiber Schwefelsaure vollstiandiy 
getrocknet. : 
0,1794 g Substanz: 0,2443 g CO,, 0,0792 g H,O. 
C,H,,O,. Ber.: C 37,11, H 5,15; 
gef.: C 37,14, H 4,94. 
Die Substanz farbte sich bei 130° schwach rétlich und schmolz bei 159° 
unter Braunfirbung und Zersetzung. 
0,2216 g Substanz in 10 ccm Wasser gelést. ¢ = 2,22; 1 = 2. 
Anfangsdrehung: a} = + 1,46°. [a]f) = + 32,9. 
Enddrehung : ap = + 2,449. [a]f = + 55,1. 
Die Enddrehung war nach 3 Stunden erreicht. 
Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz direkt gegen Phenol- 
phthalein 49,8cem n/10 NaOH. Mit iiberschiissiger Lauge 2 Stunden 


aufbewahrt und zuriicktitriert, ergab 1,0 g Substanz einen Gesamtverbrauch 
von 51,6 com n/10 NaOH. Fiir C,H,,0, berechnet 51,5. 


Ein Teil der hier beschriebenen f-d-Galakturonsiure wu .de_ in 
a-d-Galakturonsdure tibergefiihrt. _Zu diesem Zwecke liste man 1,0 ¢ 
der Substanz in 15 ccm Wasser, erhitzte die Lésung 20 Minuten auf 
dem Wasserbad und lieB sie bei Zimmertemperatur im Vakuum iiber 
Schwefelsiure verdunsten. Es hinterblieb ein wasserklarer Sirup 
der beim Reiben zu einem harten Kristallkuchen erstarrte. Die Substaiz 
wurde fein gepulvert noch 2 Tage im Vakuum iiber H,SO, getrocknet 
und dann direkt auf Schmelzpunkt und Drehung untersucht. Sie 
erwies sich als eine schon ziemlich reine a-d-Galakturonsiure. Beim 
Erhitzen sinterte die Verbindung bei etwa 103°, farbte sich bei etwa 125° 
schwach rétlich und schmolz bei 158° unter Zersetzung. Die Substanz 
drehte stark rechts und zeigte abfallende Mutarotation. 


0,1969 g Substanz in 10 cem Wasser gelést. c = 1,97; 1 = 2. 
Anfangsdrehung: aj) = + 2,96°. [al = + 75,2°. 
Enddrehung: _ ap = + 2,04°. [al = + 51,8°. 

Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz direkt 45,7 com n/\0 

NaOH. Fiir C,H,,O0, . H,O berechnet 47,1 ccm. 


Zur vollstaéndigen Reinigung wurde die Verbindung aus 96 %igem 
Alkohol umkristallisiert und die gewonnenen rein weifen Kristalle im 
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Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. Die Substanz erwies sich nach 
ihren Eigenschaften und Konstanten als reine a-d-Galakturonsdéure. Beim 
Erhitzen begann sie bei 105° zu sintern, farbte sich bei 130° schwach rosa 
und schmolz bei 158° unter Braunfarbung und Zersetzung. 

0,2012 g Substanz: 0,2481 g CO,, 0,0985¢ H,O. 

C,H,,O,.H,O. Ber.: C 33,49, H 5,66; 
gef.: C 33,63, H 5,48. 

0,1922 g Substanz in 10cem Wasser gelést. ec = 1,92; 1 = 2. 
Anfangsdrehung: ay = + 3,26° [a]? = + 84,89. 
Enddrehung: ap = + 1,97°. [a] + §1,2°. 

Nach 3 Stunden war die Drehung konstant. 


1,0g Substanz neutralisierten der Titration zufolge direkt gegen 
Phenolphthalein 47,4 ccm n/10 NaOH. 
Fiir C,H,,O,.H,O berechnet, 47,1 cem. 


Die im vorigen beobachteten Konstanten der a- und £-d-Galakturon- 
siure stimmen fast vollkommen mit den von F. Ehrlich und F. Schubert 
gefundenen Werten iiberein. 


Pektin der Johannisbeeren. 
Hydratopektin aus ganzen Johannisbeeren. 


Das fiir die folgenden Untersuchungen benutzte Rohmaterial 
bestand aus 5kg roten Johannisbeeren, die 1925 auf dem Breslauer 
Frihmarkt gekauft waren. Das Nettogewicht betrug 4920 g, die ent- 
stielten Beeren wogen 4620 g. 

Die Beeren wurden an demselben Tage in einem Zylinder mit 
5 Liter 85°,igem Alkohol iibergossen und unter gelegentlichem Um. 
riihren stehengelassen. Nach kurzer Zeit war der Alkohol rot gefirbt. 
Am niachsten Tage wurde der dunkelrot gefirbte Alkohol durch ein 
Porzellansieb abgegossen und die etwas entfirbten Beeren von neuem 
mit 5 Liter 85°igem Alkohol angesetzt. Nachdem der Alkohol so 
dreimal erneuert war, wurden die Friichte nach langerem Stehen ent- 
giiltig filtriert, ihr Aussehen war rosa, das des Alkohols rotbraun. 
Bei einer Durchschnittstemperatur von 25 bis 30° in der Sonne aus- 
gebreitet, schrumpften die Johannisbeeren schnell und waren nach 
3 Tagen trocken. Die Ausbeute betrug 387 g lufttrockene Substanz 
mit 12,79°%, Wassergehalt. Die Gesamttrockensubstanz von 4620 g 
Johannisbeeren nach Auslaugung mit Alkohol in der Kalte betrug 
also 337,5 g = 7,31°, der frischen Beeren. 

Die Behandlung der Beeren mit Wasser ging auf dieselbe Art 
vor sich wie bei den Orangenschalen. Zur Gewinnung des von vorn- 
herein im Safte gelésten Pektins wurden die vorbehandelten Beeren 
mit Wasser von 55° wiederholt lingere Zeit ausgelaugt, wobei auBer 
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anorganischen Bestandteilen, Zuckern und organischen Nichtzucker- 
stoffen schon erhebliche Mengen Pektin in Lésung gingen. In den ersten 
drei Extrakten war die Naphthoresorcinreaktion auf Uronsiuren 
positiv und wurde dann bei der vierten Auslaugung negativ. Die 
a-Naphtholreaktion auf Kohlenhydrate war bei den ersten sechs Aus- 
laugungen positiv, bei der siebenten Extraktion bei 55° fiel sie negativ 
aus. In Ubereinstimmung hiermit wurden die Ausziige, die zuerst 
eine schwache Linksdrehung, dann Rechtsdrehung zeigten, optisch 
inaktiv. 

Aus diesen Versuchen ging hervor, da das urspriinglich bereits 
im Saft der Beeren geléste Pektin in Wasser von 55° vollstandig iibergeht. 
Ein mindestens ebenso groBer Teil Pektin blieb aber unter diesen Be- 
dingungen ganz ungelést und konnte erst durch kochendes Wasser 
in léslicher Form isoliert werden, wobei durch Hydrolyse ein UCbergang 
des urspriinglichen Pektins in Hydratopektin ahnlich wie bei den Riiben 
und Orangenschalen erfolgte. Die ersten beim Auskochen mit Wasser 
gewonnenen Extrakte zeigten eine Rechtsdrehung, die aber in den 
folgenden Ausziigen allmahlich nachlieB und gegen Ende der Aus- 
kochungen in Linksdrehung iiberging. 

Zur Gewinnung der Pektinsubstanz wurden die bei den einzelnen 
Auslaugungen bei 55° erhaltenen wasserigen Extrakte filtriert und 
mit Alkohol gefallt, die bei 100° gewonnenen fiir sich auf dem Wasserbad 
in Porzellanschalen zur Trockne verdampft. Es hinterblieb in letzterem 
Falle das Hydratopektin in braunen, gelatineartigen Blattern, die 
sich leicht von dem Porzellan abhoben. 

Aus 200g mit Alkohol vom Farbstoff befreiten lufttrockenen 
Johannisbeeren mit 12,8 °,, Wassergehalt, entsprechend 174,4g Trocken- 
substanz, wurden durch Ausziehen mit Wasser bei 55° im ganzen 7,6 g 
Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure mit 4,3°, Feuchtigkeit und 
durch Auskochen mit Wasser bei 100° 33,7 g lufttrockenes Hydrato- 
pektin mit 5,34°, Feuchtigkeit gewonnen. Die Gesamtausbeute an 
wasserfreiem Hydratopektin betrug also 18,12°,, der Trockensubstanz 
der Johannisbeeren. An Riickstinden verblieben noch 89,9 g Trocken- 
substanz, die hauptsachlich aus Hiilsen und Kernen bestanden. 

In Tabelle VI sind die einzelnen Phasen der Auslaugung, sowie 
das Verhalten der verschiedenen Extrakte naher verzeichnet. 


Hydratopektin aus dem Fruchtfleisch der Johannisbeeren. 


Bei der Auskochung der ganzen Johannisbeeren in der vorher 
beschriebenen Weise zeigte es sich, daB bei fortschreitender Extraktion 
die heiBen, wasserigen Ausziige sich immer mehr triibten. Diese Triibung 
schien durch Substanzen aus den Kernen der Beeren bedingt zu sein, 
deren sehr festes Gefiige offenbar erst durch langes Einwirken von 
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siedendem Wasser gelockert wird. Um festzustellen, ob durch solche 
Extrakte eine Verunreinigung des Hydratopektins eintreten kénnte 
zog man eine bestimmte Menge frisch gemahlener Johannisbeerkerne 
mit Wasser von 55 und 100° aus. Durch Fillung der erhaltenen Ausziige 
mit Alkohol wurde jedesmal eine weiBe Substanz gewonnen, die nur 
geringe Mengen Uronsiiure enthielt. AuBerdem waren die alkoholischen 
Niederschlage nicht gallertartig, sondern schleimiger Natur. Nach 
dem Trocknen sahen sie rein fuBerlich genau so aus wie die aus den 
ganzen Johannisbeeren gewonnenen Substanzen. Sie gaben stark 
positive Orecinreaktion, wahrend die Naphthoresorcinreaktion einen 
nur schwach positiven Ausfall zeigte. Die bei 55° daraus gewonnene 
Substanz enthielt nur 4,6°, Uronsiure. Der Uronsitiregehalt des 
aus den Extrakten bei 100° gewonnenen Priparats betrug dagegen 
23,4°,. Der durch die Bestimmung nach Tollens-Lefévre ermittelte 
Uronséuregehalt in den Johannisbeerkernen betrug 5,3 °, der Uron 
siuregehalt im kernlosen Fruchtfleisch der Johannisbeeren wurde 
zu 23,6°, gefunden. Da die rein mechanische Trennung von dem 
Fruchtfleisch und den Kernen nicht quantitativ durchzufiihren war. 
so geht daraus hervor, daB die Menge der Pektinsubstanzen in den 
Johannisbeerkernen nur sehr gering sein kann, und da die aus den 
Kernen isolierten Stoffe chemisch von anderer Natur sind wie dic 
eigentlichen Pektinstoffe. 

Daher schlug man spiter den folgenden, etwas umstandlicheren, 
aber trotzdem vorteilhafteren Weg ein. Zuniachst wurden die vorher 
mit kaltem Alkohol behandelten lufttrockenen Johannisbeeren im 
Moérser leicht zerstoBen, um die Kerne von dem Fruchtfleisch zu lésen 
Durch Sieben und Abblasen gelang es, eine weitgehende Sichtung 
zu erzielen. Aus 162g lufttrockenen Johannisbeeren wurden 107 g 
Kerne = 66°, und 55g Fruchtfleisch, entsprechend 34°, erhalten 
Da das Johannisbeerfruchtfleisch noch reichlich gefarbt war, wurde 
es mit je 1 Liter 85°,igem Alkohol viermal ausgekocht, wobei noch 
erhebliche Mengen Farbstoff in Lésung gingen. Durch diese Behandlung 
wurde das Fruchtfleisch der Johannisbeeren erheblich heller, allerdings 
war es nicht méglich, den Farbstoff véllig zu entfernen. 

Da durch die vorigen Versuche festgestellt war, daB nicht unwesent- 
liche Mengen Pektinstoffe bereits bei 55° in wasserige Lésung gehen. 
muBte angenommen werden, da in den Johannisbeeren ahnlich wie 
in den Orangenschalen das Pektin sowohl in einer im Saft bereits 
geliésten wie in einer erst durch siedendes Wasser léslich zu machenden 
Form vorliegt. Daher wurde von den Kernen méglichst befreites 
lufttrockenes Fruchtfleisch der Johannisbeeren zunachst mit Wasser 
bei Zimmertemperatur auf einer Schiittelmaschine geschiittelt, dann 
bei 55° und schlieBlich bei 100° ausgelaugt. Die jeweiligen Riickstande 
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wurden unter einer Hebelpresse nach jeder Auslaugung scharf al) 
geprebt. 

Die bei Zimmertemperatur gewonnenen Extrakte konzentriert, 
man im Vakuum auf ungefahr 500 ccm. Nach dem Abkiihlen erstarrt« 
der eingeengte Extrakt zu einer zahfliissigen, gelatindsen Masse, dic, 
in 2 Liter Alkohol eingetragen, eine in faserigen Flocken ausfallende 
Substanz lieferte. Ein ahnliches Bild ergab sich bei den ersten drei 
bei 55° gewonnenen Extrakten. Diese wurden ebenfalls im Vakuum 
auf ungefahr 250 ccm eingeengt und ergaben eine Gallerte, die, in 
1 Liter 96°,igen Alkohol eingetragen, faserférmige Flocken bildet« 

Die bei 100° gewonnenen Extrakte dampfte man nach dem Kolieren 
in Porzellanschalen auf dem Wasserbad ein. Das Hydratopektin hinter. 
blieb als eine gelb bis braun gefarbte blatterige Masse. Tabelle VI! 
soll wieder einen Uberblick tiber den Gang der Auslaugungen geben. Dic 
im einzelnen erhaltenen Pektinprodukte wurden je 4 Stunden bei 110° 
getrocknet. 

Nimmt man an, dab im Safte der Beeren die Arabankomponente 
urspriinglich auch neben dem Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsaure, 
das durch Wasserauszug bei Zimmertemperatur und bei 55° gewonnen 
wurde, in demselben Mengenverhaltnis vorhanden war, wie im iibrigen 
Hydratopektin, und setzt dementsprechend den Arabangehalt zu 20 ° 
des Hydratopektins an, so wiirde sich der gesamte Gehalt an Hydrato- 
pektin im kernfreien trockenen Fruchtfleisch auf 30,6°, berechnen., 
in der Trockensubstanz der ganzen Johannisbeeren auf 10,2°,, und in 
den frischen J ohannisbeeren auf 0,75°%,. Von dem gesamten Johannis- 
beerpektin waren demnach 47,1°,, im Safte gelést und 52,9°,, in einer 
in kaltem Wasser unléslichen Form vorhanden. 


Zerlegung des Hydratopektins aus Johannisbeeren 
in Araban und pektinsaures Salz. 


Das aus dem Fruchtfleisch zusammen mit den Kernen gewonnen: 
Hydratopektin der Johannisbeeren ist ein Gemisch aus Araban und dem 
Calcium-Magnesiumsalz der Pektinséiure neben verunreinigenden Sub- 
stanzen, die hauptsachlich aus den Kernen stammen. Um das Ver- 
haltnis der beiden Hauptkomponenten zu ermitteln, wurden 25.0 ¢ 
lufttrockenes Hydratopektin mit einem Wassergehalt von 6,34 °,,, ent- 
sprechend 23,41 g Trockensubstanz, in 250ccm 70°%igem Alkoho! 
suspendiert. Bereits nach einer Stunde zeigte der Alkohol deutliche 
Firbung. Nach 40 Stunden filtrierte man das Ungeléste ab, das 
rotbraunlich gefairbte Filtrat zeigte eine Drehung von —0,35° (J = 1) 


Alsdann wurde das in 70% igem Alkohol Unlésliche wieder in 
250 cem Alkohol derselben Konzentration suspendiert. Nach 10 Tagen 
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wurde abfiltriert. Das rotbraune Filtrat zeigte im 1-dm-Rohr eine 
Drehung von — 0,21°. 


Bei der dritten Suspension in 250cem Alkohol war das Filtrat 
nach 2 Tagen noch optisch inaktiv. Daher erhitzte man das Ganze 
jetzt 2 Stunden am RiickfluBkihler auf dem Wasserbad. Der dunkelrot 
gefiirbte Alkohol drehte ap = —0,12° (J = 1). Der erneuerte Alkohol 
war nach dreistiindigem Erhitzen auf dem Wasserbad nicht gefarbt 
und optisch inaktiv. 


Das zuriickbleibende Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure 
ergab in rohem Zustande lufttrocken 18,72 g Substanz mit 10,04 °, 
Wasser, entsprechend 16,84 g Trockensubstanz. Es sind also 6,57 g 

28,1°%, Araban in Lésung gegangen. 


In gleicher Weise wurde das Hydratopektin aus dem Fruchtfleisch 
der J ohannisbeeren, das von den Kernen sorgfaltig befreit war, behandelt. 
18.6 g trockenes Hydratopektin zerrieb man gut, versetzte es mit 
500 cem 70 °%,igem Alkohol und lie es unter gelegentlichem Umriihren 
24 Stunden stehen. Nach dieser Zeit zeigte das Filtrat im 1-dm-Rohr 
eine Drehung von ap = — 0,14°. Der Alkohol wurde erneuert und drehte 
nach 3 Tagen ap = —0,12° (l= 2). Das Ungeléste filtrierte man 
wieder ab und erhitzte es mit 500 cem 70°,,igem Alkohol am Riickflub- 
kithler auf dem Wasserbad. Nach 2 Stunden betrug die Drehung des 
Filtrats ap = — 0,10° (J = 2). 


Beim zweiten Aufkochen ging in den Alkohol keine optisch aktive 
Substanz mehr. Es hinterblieben 15,3 g bei 110° getrocknetes Calcium- 
Magnesiumsalz der Pektinséure. Es waren demnach 3,3 g Araban 
gelést worden, was einem Prozentgehalt von 17,74 des Hydratopektins 
entspricht. Hiernach sind also im trockenen Hydratopektin aus kern- 
freiem Fruchtfleisch der Johannisbeeren etwa 82,3 °., Caleitwm-Magnesium- 
salz und 17,7°, Araban vorhanden. 


In den alkoholischen Filtraten des Calcium-Magnesiumsalzes, das 
aus den wisserigen Extrakten bei Zimmertemperatur und bei 55° 
erhalten wurde, war nach dem Einengen die Orcinreaktion negativ, da 
durch die vorausgegangene Behandlung der Johannisbeeren mit Alkohol 
offenbar bereits eine Auslaugung von alkoholléslichem Araban statt- 
gefunden hatte. Wurde jedoch frischer Johannisbeersaft mit einem 
betrichtlichen Uberschu8 von Alkohol vom Ca-Mg-Pektinat befreit und 
das Filtrat eingeengt, so trat deutlich positive Orcinreaktion ein, die 
nur von dem in Lésung gebliebenen Araban herriihren konnte. Es ist 
daher nach alledem anzunehmen, daB das urspriinglich in frischem 
Saft geléste Pektin identisch ist mit dem durch Einwirkung von 
heiBem Wasser aus unléslichem Pektin gewonnenen Hydratopektin. 
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Araban. 

Die in den vorigen Versuchen erhaltenen Arabanlésungen aus dei 
Hydratopektin der ganzen Johannisbeeren wurden im Vakuum zu: 
Trockne verdampft, wobei ein brauner, amorpher und hygroskopischer 
Riickstand verblieb, der starke Orcinreaktion gab, also Pentosen 
enthielt. Beim Veraschen blieb ein calciumhaltiger Riickstand. Dic 
Lésung des Arabans reagierte schwach sauer, reduzierte direkt schwach 
Fehlingsche Lésung, stark nach Erhitzen mit Schwefelsiure, so dal 
ebenfalls zu schlieBen war, daB es sich hier um Anhydride von Pentosen 
handelte, die noch betrachtliche Mengen Verunreinigungen enthielten 


Dieses Araban, erhalten aus dem H ydratopektin der ganzen J ohannis- 
beeren, wurde in 25 ccm Wasser gelést, tiber Kieselgur filtriert und mit 
200 cem Alkohol und 100 cem Ather versetzt. Es fiel ein feiner, weiBer 
Niederschlag, den man nach 24 Stunden auf einem Glasfilter sammelte 
mit Alkohol und Ather wusch und an der Luft trocknete. Man erhielt 
auf diese Weise 1,57 g einer hellgelblichen Substanz, die man 6 Stunden 
bei 78° im Vakuum itiber P,O, trocknete. 

0,2182 g Araban in 10cem Wasser gelést und iiber Kieselgur filtriert. 
c= 2,18; 1=1; a = — 1,18; [ae = — 54,7°. 

0,2356 g wurden im Piatintiege! verascht und lieferten 0,0051 g, ent- 
sprechend 2,16% Asche. 


Furfuroldestillation. 0,2516g Araban mit 2,16% Asche = 0,2462 ¢ 
aschefreie Substanz:lieferte bei der Destillation mit 12%iger Salzsaure 
0,1881 g Furfurolphloroglacid, dementsprechend 0,2127 g Arabinose. Das 
»Araban“ enthalt also 84,4°% Arabinose. 


Die Filtrate und Waschfliissigkeiten wurden im Vakuum auf 
ungefahr 30 ccm eingeengt und mit 200ccm Alkohol und 100 ccm 
Ather versetzt. Es fiel wieder ein feiner, weifSer Niederschlag, der 
abfiltriert, nach Behandeln mit Alkohol und Ather an der Luft und 
schlieBlich bei 110° getrocknet wurde. Man gewann 0,6g Araban 
in Form eines hellgelblichen Pulvers, das man noch bei 78° im Vakuum 
iiber P,O,; nachtrocknete. 


0,1959 g Substanz in 10cem Wasser gelést und iiber Kieselgur 
filtriert. c= 1,96; 7=1; ap= —1,11°; [a]} = — 56,25°. 

Die aus den Filtraten noch gesammelten Arabane (1,2 g) wurden 
in 20 com Wasser gelést und nach Zugabe von | ccm 10 %,iger Salzsaure 
mit 200 cem Alkohol und 100 ccm Ather versetzt. Der sich abscheidende 
feinflockige Niederschlag konnte nach 2 Tagen auf einem Glasfilter 
abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und an der Luft getrocknet werden 
Die lufttrockene, weiBe, immer noch aschehaltige Substanz wog 0,2320 g. 


0,2060 g wurden bei 78° im Vakuum iiber P,O, vollstandig getrocknet 
und in 10 cem Wasser gelést, die Lésung war trotz des Umfillens noch triibe 
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und wurde mit Kieselgur klarfiltriert. c = 2,06; 1= 1; ap = — 1,399; 
[a)D = — 69,29. 

Die aus dem Hydratopektin des kernfreien Fruchtfleisches der Jo- 
hannisbeeren erhaltenen alkoholischen Arabanextrakte wurden im 
Vakuum auf ungefahr 50 ccm eingeengt, tiber Kieselgur filtriert und 
mit 500cem Alkohol und 200 cem Ather versetzt. Es fiel ein feiner, 
weiBer Niederschlag, den man auf einem Glasfilter sammelte, mit Alkohol 
und Ather wusch und schlieBlich zur Trockne verrieb. Man erhielt 
0,55 g schwach rosa gefarbte Substanz (bei 110° getrocknet). 

Die Substanz wurde in 10cem Wasser gelést, iiber Kieselgur 
filtriert, mit einigen Tropfen Salzsiure versetzt und erneut gefallt. 
Den Niederschlag behandelte man wie oben. Nach dem Trocknen 
wog das weiBe, immer noch aschehaltige Araban 0,30 g. 


0,1402 g wurden nach Trocknen im Vakuum in 10 cem Wasser geldést. 


c= 1,40; 1= 1; ap = —0,90°; [a]? = — 64,4. 
Hydrolyse des Arabans. 0,1122g¢ vollkommen getrocknetes Araban 
von [a]p = — 64,4° léste man in 10 cem 1 %iger Schwefelséure. c = 1,12; 


|= 1. Auf dem Wasserbad erhitzt, anderte sich die Drehung der Lésung 
wie folgt: 





Nach Minuten ap(l/=1 ) | Nach Minuten ap (l=1) 
0 — 0,69° 45 | + 1,04° 
5 — 0,07° 60 | + 1,04° 
15 + 0,69° 90 + 1,04° 
30 + 0,76° |\[«]p = + 98,0° 


Die schlieBlich erhaltene spezifische Drehung der gelésten hydro- 
lysierten Substanz kommt der der Arabinose nahe. Es ist also 
anzunehmen, da das urspriingliche Araban aus Arabinoseanhydriden 
besteht, die denen aus Riibenpektin sehr ahnlich sind. 


Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure. 
A. Aus ganzen Johannisbeeren gewonnen. 

1. Den Hauptbestandteil des Hydratopektins, das Calcium- 
Magnesiumsalz der Pektinséiure, hatte man durch erschépfende Aus- 
laugen des Arabans mit 70°,igem Alkohol gewonnen. 

0,1689 g dieser dunkelbraunen Substanz nach volisténdigem Trocknen 


in 20cem Wasser gelést und iiber Kieselgur filtriert. c = 0,84; 1 = 0,5; 
ap = + 0,389; [a]p = + 90,7°. 


16,8 g des rohen Salzes léste man in 1 Liter Wasser unter Erwarmen 
auf dem Wasserbad. Eine Filtration der triiben undurchsichtigen und 
dickfliissigen Liésung war trotz verschiedener Versuche nicht méglich. 
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Die gesamte Lésung wurde deshalb in einer Zentrifuge portionsweise 
ausgeschleudert. Es setzte sich nach 15 Minuten ein graues Sediment 
ab, das stark aschenhaltig war und dessen Hauptbestandteil Calcium 
bildete. Die Naphthoresorcinreaktion fiel mit diesem ungelést gebliebenen 
Produkt positiv aus. Vielleicht handelte es sich um das Calciumsalz 
der Tetragalakturonsiure. Nachdem die Lésung zentrifugiert und 
dadurch von der Hauptmenge der suspendierten Bestandteile befreit 
war, wurde sie iiber Kieselgur filtriert, auf 500 ccm im Vakuum ein- 
geengt und in 2 Liter 96 °,igen Alkchol eingetropft. Das Ca-Mg-Salz 
schied sich in groBen Flocken ab, die sich nur schwer absetzten. Nach 
2 Tagen konnte der Niederschlag abfiltriert, mit Alkohol und Ather 
gewaschen, an der Luft und schlieBlich bei 110° getrocknet werden 
Man erhielt 7,6 g Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure in Form einer 
rotbraunlichen Substanz, die, in Wasser gelést, schwach saver reagierte 
und hygroskopisch war. Zur Analyse wurde die Substanz bei 78° im 
Vakuum iiber P,O, vollstandig getrocknet. 

Spezifische Drehung. 0,2417 g Substanz in 20cem Wasser gelést und 
iiber Kieselgur filtriert. c = 1,21; 1= 0,5; ap = + 0,619; [a]#? = + 100,8°. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,4408 g Substanz: 0,2118 g AgJ 
entsprechend 6,35°% Methoxyl im pektinsauren Salz. 


Aschenbestimmung. 1,0673 g Substanz wurden im Platintiegel verasclit 
und unter Zusatz von Ammoniumcarbonat gegliiht. Die Carbonatasché 
weg 0,0672 2, entsprechend 6,30°% des Ca-Mg-Salzes der Pektinséure. 
Die Analyse der Asche ergab: 


Angewandt: 0,0672 g Asche. 


Oe Ee a ee ee |, A 
0,0207 « FeO, + AlO,. 2. tk ww = WBY 
0,0227 g Mg,P,O, oder 0,0172g MgCO, .... = 25,6% 
0,0141 g CaO oder 0,0252g CaCO, .... = 37,5% 
104,3° 


Der hohe Eisengehalt diirfte vielleicht auf Verunreinigungen zuriick- 
zufiihren sein, die infolge des Angriffs des Metalls der angewandten Presse 
durch die sauren Fruchtséfte sich den Ausziigen mitgeteilt haben. 
P. Kubisch', der die Gesamtasche der Johannisbeeren und deren Zusammen- 
setzung bestimmte, gibt an, daB diese neben Kalium und Phosphorsiiure 
zum gréBten Teil aus Calcium und Magnesium besteht. 


Galakturonsdure. 0,6126 g Ca-Mg-Salz spaltet beim Kochen mit 12°, iger 
Salzsiure 0,0694 g CO, ab, woraus sich der Galakturonsduregehalt zu 49,7 ° 
berechnet. 


2. Eine zweite Probe Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure 
wurde aus den Johannisbeeren, die mit ihren Kernen ausgelaugt waren 
durch Versetzen der bei 55° gewonnenen und eingeengten Extrakte mit 


' Zeitschr. f. angew. Chem. 1894, S. 148. 
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Alkohol erhalten. Das Salz war keineswegs rein, stark gefarbt und enthielt 


offenbar von Verunreinigungen herriihrendes Aluminium und Eisen. 


0,5890 g vollstandig trockenes Salz lieferte im Platintiegel verascht 
0.1156 g Carbonatasche, entsprechend 19,6% des Ca-Mg-Salzes. Die 
Analyse der Asche ergab: 

Angewandt: 0,1156g Asche. 

Saeed: ee ao cask <cals eae eee oe EBS 


0,0248 g Al,O, + Fe,O,. ......- +. = 21,4% 
0,0290 g Mg,P,0, oder 0,0220g MgCO, = 19,0% 
0,0292 g CaO oder 0,0521 g CaCO, == 45,1% 

87,1% 


0,1917g dieses Ca-Mg-Salzes in 25ccm Wasser gelést. c = 0,77; 
1= 0,5; ap = + 0,52°; [a]? = + 131,6°. 


B. Aus kernfreiem Fruchtfleisch der Johannisbeeren 
gewonnenes Calcium-Magnesiumpektinat. 


1. 0.2374 g vollstandig trockenes Ca-Mg-Salz, gewonnen aus 
Johannisbeerfruchtfleisch durch Schiitteln mit Wasser bei Zimmer- 
temperatur und Alkoholfallung, in 20 ccm Wasser gelést. c¢ = 1,19; 
l=1; ap=4+ 1,539; [alp = + 128,6°. 


10,2 g dieser Substanz wurden unter Erwarmung auf dem Wasser- 
bad in 1 Liter Wasser gelést und die Fliissigkeit tiber Kieselgur filtriert. 
Mit der abfiltrierten Kieselgur verblieb auf dem Filter ein betrachtlicher 
Teil einer Substanz, die in Wasser, 10 °,iger Natronlauge und Salzsiure 
unléslich war. Salzsdure léste daraus deutliche Mengen Calcium, die 
unlésliche Substanz gab stark positive Naphthoresorcinreaktion. Es 
handelte sich hier wahrscheinlich um das unlésliche Salz einer vielleicht 
noch acetylierten Tetra-Galakturonsdure, die vermutlich bereits im 
Saft durch Wirkung einer Pektase entstanden war. 


Das gesammelte wasserige Filtrat gab, auf 300ccm im Vakuum 
eingeengt und in | Liter Alkohol eingetropft, eine starke Fallung von 
Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure, das in der tiblichen Weise 
gewaschen und schlieBlich bei 110° getrocknet wurde. 

0,1433 g des Praiparats in 10ccm Wasser gelést. c = 1,43; 1 = 1; 
ap = + 2,22°; [a]? = + 155,2°. 

Galakturonsdure. 0,3159 g trockene Substanz lieferte beim Kochen mit 
12%iger Salzsiure 0,0562 g CO,, entsprechend 78,3° Galakturonsdure im 
Ca-Mg-Salz. 

2. 3,3 g Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsaéure, gewonnen aus 
den Fruchtfleischextrakten bei 55°, wurde unter Erwarmen auf dem 
Wasserbad in 200 ccm Wasser gelést und mit der vierfachen Menge 
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Alkohol nach Filtration tiber Kieselgur gefallt. Es blieb wieder cin 
gewisser Anteil in Wasser ungelést, der die Naphthoresorcinreakti:y 
gab und Calcium enthielt. Man erhielt 2,6 g trockenes Ca-Mg-Salz der 
Pektinsdure. 

0,1247 ¢ Substanz gelést in 20cem Wasser. c = 0,62; l = 0/5: 
ay = + 0,52°; [a]? = + 161,0°. 

Zur weiteren Reinigung liste man 2,6 g Salz in 150 cem Wasse; 
und filtrierte die Lésung iiber Kieselgur in 500 ccm Alkohol. Es fie! 
ein weiBer, gallertartiger Niederschlag, der in der tiblichen Weise zur 
Trocknung gebracht wurde. Man erhielt 1,6 g rein weife Substanz 
die man bei 78° im Vakuum iiber P,O,; trocknete. 

0,1580g¢ Substanz in 10cem Wasser gelést. c = 1,58; 1 = 1: 
ap = + 2,95°; [a]? = + 186,79. 

3. 15,3 g rohes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure, aus mit 
Alkohol vorbehandeltem Johannisbeerfruchtfleisch mit Wasser aus- 
gekocht, wurden in | Liter Wasser unter Erwarmen auf dem Wasserbad 
gelést, die Lésung tiber Kieselgur filtriert, die braunlich gefarbte Fliissig- 
keit im Vakuum bei 40 bis 45° auf 200 ccm eingeengt und in | Liter 
96 °,igen Alkohol eingetropft. Der schwach rétlich gefarbte Nieder- 
schlag wurde in der tiblichen Weise mit Alkohol und Ather gewaschen 
und getrocknet. 10,6g Ca-Mg-Salz der Pektinsdure in Form eines 
rotbraunlichen Pulvers. 


0,1668 g Substanz in 10ccm Wasser geldést. em 1,07; i= 1; 
Opn = + 2,78°; fal} = + 166,4°. 


Pektinsdure aus Johannisbeeren. 
(Vgl. Tabelle IIT.) 


I. 1,3g rohes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure, das aus 
Johannisbeersaft durch Fallen mit Alkohol gewonnen war, wurde unter 
schwachem Erwiarmen auf dem Wasserbad in 75 ccm Wasser gelist 
die erkaltete Flissigkeit mit 10ccem 10°,iger Salzsdure versetzt und 
iiber Kieselgur in 500 ccm Alkohol filtriert. Der gallertartige Nieder- 
schlag wurde auf einem Saftfilter abfiltriert und in Alkohol suspendiert 
Der Alkohol wurde nach einigem Stehen durch neuen ersetzt und dieses 
Verfahren einige Male wiederholt, wobei die Substanz sich kérnig zu- 
sammenballte. Nun saugte man sie scharf ab und wusch sie so lange mit 
Alkohol, bis sie frei von Chlorionen war. Nach zweimaligem Suspendieren 
in Ather wurde die Pektinsiure scharf abgenutscht und trocken ver- 
rieben. Man erhielt 0,9 g schwach aschehaltige, gelbliche Pektinsdur: 

Diese léste man in 50 ccm Wasser, filtrierte die Lésung itiber 
Kieselgur, setzte 10 com 10% ige Salzsiure zu und lieB die klare 
Mischung in 250 cem Alkohol eintropfen. Der gallertartig in Flocken 
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ausfallende Niederschlag erfuhr die obige Behandlung. Ausbeute 0,6 g 
farblose Pektinsdure (bei 110° getrocknet). 

Fir die Analyse wurde die Substanz bei 78° im Vakuum iiber P,O, 
nachgetrocknet. 

Spezifische Drehung. 0,1954g¢ Substanz gelést in 20cem Wasser. 

0,98; 1=1; ap = + 2,199; [aR = + 223,0°. 

Aziditédt. Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz 12,8 ccm 
n 10 NaOH. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,1196 g Substanz: 0,1096 ¢ AgJ, 
entsprechend 12,1°% Methozyl. 


Galakturonsdure.  0,2020g Substanz: 0,0330g CO,, entsprechend 
71,9% Galakturonsdure. 


Il. 6,3 g Calcium-Magnesiumsalz der Pektinséure, das aus den 
bei 55° erhaltenen Extrakten der mit Kernen ausgelaugten Johannis- 
beeren gewonnen war, wurde unter Erwarmen auf dem Wasserbad 
in 200 cem Wasser gelést, die Lésung kalt mit 50 ccm 10° iger Salz- 
siure versetzt und nach Filtration tiber Kieselgur langsam in | Liter 
Alkohol eingetropft. Die Pektinsaéure schied sich gallertartig ab. Durch 
langeres Behandein mit 96 °,,igem Alkohol nahm sie eine kérnige Struktur 
an. Nach Entfernung der Chlorionen durch Waschen mit Alkohol 
wurde sie mit Ather behandelt und schlieBlich bei 110° getrocknet. 
Man erhielt 3.4g Pektinsdure in Form eines hellbraunlichen Pulvers. 
Zur Analyse wurde die Substanz bei 78° im Vakuam iiber P,O, ge- 
trocknet. 


Spezifische Drehung. 0,2350g Substanz gelést in 20ccm Wasser. 
c= 1,18; 1= 0,5; ap = + 1,08; [a]? = + 183,0. 

Aziditat. Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz 13,6 cem 
n/10 NaOH. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,2662 g Substanz: 0,2080g AgJ, 
entsprechend 12,13°% Methozxyl in der Pektinsaéure. 


Galakturonsdure. 0,7992g Substanz lieferten 0,1158g CO,, ent- 
sprechend 78,8°% Galakturonsdure. 


Ill. 5,8 g rohes Ca-Mg-Pektinat, gewonnen durch Ausziehen mit 
kochendem Wasser aus dem Hydratopektin der mit Kernen ver- 
arbeiteten Johannisbeeren, wurden unter Erwarmen auf dem Wasserbad 
in 200 cem Wasser gelést, die Fliissigkeit tiber Kieselgur filtriert und 
nach Zugabe von 50 ccm 10°%,iger Salzsdure in 1,2 Liter Alkohol ge- 
tropft. Die Pektinsaéure schied sich in rotbraunen Flocken ab, die mit 
Alkohol und Ather behandelt und dann bei 110° getrocknet wurden. 
Man erhielt 4,2g Pektinsdure in Form eines rotbraunlichen Pulvers, 
das fiir die folgenden Bestimmungen bei 78° im Vakuum itiber P,O; 
getrocknet wurde. 


15 * 
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Spezifische Drehung. 0,2229g Substanz in 20cem Wasser geliést. 
e = 1,11; 1 = 0,5; ap = + 0,76°; [a]? = + 137,0°. 

Aziditat. Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz 12,6 cem 
n/10 NaOH. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,2005 g Substanz: 0,1375g Ag J, 
entsprechend 9,1°% Methoxyl. 

Galakturonsdure. 0,3846 g Substanz: 0,0482g¢ CO, entsprechend 
55,2% Galakturonsdure in der Pektinséure. 

Essigsdure. 1,3821 g Substanz in 200cem Wasser gelést, mit Natron- 
lauge neutralisiert und mit iiberschiissiger Lauge (200 ccm n/10 NaOH) 
6 Stunden lang zur Abspaltung der Acetylgruppen erhitzt. Zur Fliissigkeit 
wurde nun so viel 10%ige Schwefelséiure hinzugegeben, daB eine etwa 
2%ige schwefelsaure Lésung entstand, die man mit Wasserdampf ce- 
stillierte. 7 Liter Destillat neutralisierten gegen Phenolphthalein 38,7 ccm 
n/10 NaOH, was scheinbar einer Menge von 0,2322 g Essigsaéure entsprach.. 
Zur Bestimmung der hierbei mittitrierten Ameisensiiure wurden die ge- 
samten neutralisierten Destillate auf ein Volumen von 200ccm eingeengt und 
in dieser Lésung nach der Methode von Porter! und Ruyssen die Ameisen- 
sdure ermittelt. Zu diesem Zwecke léste man in der Fliissigkeit 5 g Queck- 
silberchlorid und 2,75 g Natriumacetat und erhitzte sie 6 Stunden auf dem 
Wasserbad. Erhalten 0,8512g¢ Hg,Cl,, entsprechend 0,0832 ¢ Ameisen- 
siure. Da 0,0832g Ameisenséure 18ccm n/10 NaOH _ neutralisieren, 
betrug demnach der auf Essigsaure allein entfallende Verbrauch 38,7 — 18,0) 
= 20,7cem n/10 NaOH, entsprechend 0,1242g Essigséiure. Folglich 
9,0% Essigsdure in der Johannisbeerpektinsdure. 


IV. Die Versuche mit den Praparaten I bis III kénnen nur als 
Vorversuche gelten. Es handelte sich hier offenbar um Gemische von 
Substanzen, die wohl vorwiegend aus Pektinsiure bestanden, aber 
doch noch andere, besonders aus den Kernen extrahierte Verunreini- 
gungen enthielten. Im folgenden wird tiber die Gewinnung reinerer 
Praparate der Pektinsiure, ausgehend von dem kernfreien Fruchtfleisch. 
berichtet. 


3,7 g trockenes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsaure, das aus kern- 
freiem Johannisbeerfruchtfleisch durch Ausschiitteln mit kaltem Wasser 
gewonnen und einmal umgefallt war, wurde in 200 ccm Wasser gelist 
und die Fliissigkeit, mit 50 ccm 10°,iger Salzsaure versetzt, langsam 
in 1 Liter Alkohol eingetropft, dem vorher etwas Salzsaure zugesetzt 
war. Die Pektinsaure schied sich gallertartig in gelblichen Flocken ab 
Sie wurde nach einiger Zeit abfiltriert, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und schlieBlich bei 110° getrocknet. 3,4g Pektinsdure in Form einer 
hellbraunlichen Substanz. 


Zur weiteren Reinigung wurde die Pektinsiure bei Zimmer- 
temperatur in 150 ccm Wasser gelést, iiber Kieselgur filtriert, die Losung 


1 Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 22. Berlin 1910. 
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mit 20 cem 10 °,iger Salzsaure versetzt und in 1 Liter Alkohol eingetropft. 
Sie schied sich in farblosen, gallertartigen Flocken ab und konnte in der 
iiblichen Weise als trockene Substanz gewonnen werden. Man erhielt 
18g farblose Johannisheerpektinsdure, die zur Analyse bei 78° im 
Vakuum tiber P,O; vollstandig getrocknet wurde. 

Elementaranalyse. 0,1420g Substanz: 0,2268g¢ CO,, 0,0687 g H,O, 


0,0006 g Asche (= 0,42%). Nach Abzug der Asche gefunden: C 43,66, 
H 5,41 

Molekulargewicht. 0,3312 g Substanz in 10 cem Wasser gelést. c = 3,31; 
It = 0,045. 

Gef.: Molekulargewicht 1303. 

Spezifische Drehung. 0,2027g Substanz in 10cem Wasser geldést. 
c= 2,03; 1=2; ap = + 8,27; [a], = + 208,%. 

Aziditat. Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz 16,4 com 
n/10 NaOH. F 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,2904 g Substanz: 0,2164¢ AgJ, 
entsprechend 9,8°% Methozxyl. 


Galakturonsdure. 0,3765g Substanz, 0,0661g CO,, entsprechend 
78,5°% Galakturonsdure in der Pektinsaure. 


V. 1,2 g lufttrockenes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsiure, 
gewonnen aus den bei 55° erhaltenen wisserigen Extrakten des 
kernfreien Johaunisbeerfruchtfleisches wurden in 50 ccm Wasser ge- 
list. Nach Zugabe von 10ccm 10°, iger Salzsiure versetzte man 
die vollkkommen klare, gelb gefarbte Lésung mit 250 ccm 96°, igem 
Alkohol. Die Pektinsaure fiel rein weiB aus. Der Niederschlag wurde 
abfiltriert, wie gewohnlich mit Alkohol und Ather behandelt und 
dann bei 110° getrocknet. J1,1g Pektinsdure. 

Zur weiteren Reinigung wurde die Pektinséure nochmals umgefallt, 
indem man sie in 50 ccm Wasser liste, mit Salzsiure versetzte und in 
250 ccm Aikchol eintropfte. 


Nach der iiblichen Trocknung erhielt man 1,0 g rein weibe Pektinsdure. 

Spezifische Drehung. 0,1689g Substanz in 10cem Wasser geldst. 
c= 1,69; 1=2; ap = + 6,739; [a}? = + 208,0. 

Aziditat. Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz 15,8 ccm 
n/l0 NaOH. 


0,1456 g neutralisierte Pektinsiure wurde mit 10cem n/10 NaOH 
im Uberschu8 versetzt. Nach 2 Stunden wurde mit n/10 Schwefelsiure 
zuriicktitriert. Es waren 4,3cem n/10 NaOH verbraucht worden. Dem 
entspricht ein Methoxylgehalt in der Pektinsiure von 9,2°%,. 


VI. 106g umgefilltes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure 
aus Hydratopektin des kernfreien Johannisbeerfruchtfleisches (bei 110° 
getrocknet) listen sich beim Erwairmen auf dem Wasserbad in 200 ccm 








ae ol 


ae 


Se oe 


230 F. Ehrlich u. A. Kosmahly: 


Wasser zu einer roten, schwach triiben Lésung. Nach Zugabe vo, 
50cem 10°, iger Salzsiure verschwand die Triibung. Die Lésung 
wurde nun langsam in | Liter 96 °%,igen Alkohol getropft, wobei sic), 
die Pektinsaure in gallertartigen Flocken abschied. Der Niederschlay 
wurde nach 24 Stunden abfiltriert. Nach Waschen mit Alkohol und 
Ather wurde die Substanz bei 110° getrocknet. Ausbeute 7,2 g Pektin 
sdure in Form eines rétlichen Pulvers. 


Um die Substanz méglichst farblos zu erhalten, wurde sie nochma!s 
in der tiblichen Weise umgefallt. Man erhielt 6,4g noch schwach 
gelblich gefarbte Pektinsdure. Zur Analyse wurde sie bei 78° im Vakuum 
iiber P,O; getrocknet. 


0,2295 g Substanz in 10cem Wasser geldést. c= 2,29; {= 0,5; 
apn = + 2,399; [a]}) = + 208,7°. 

Aziditat. Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz 16,0 ccm 
n/10 NaOH. 


Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,2447 g Substanz: 0,2016 g¢ Ag J, 
entsprechend 10,9°% Methoxyl in der Pektinsaéure. 


Galakturonsdure. 0,4150g Substanz: 0,0713g CO,, entsprechend 
75,7°% Galakturonsdure in der Pektinséure. 


Arabinose. 0,6353g Substanz: im ganzen 0,2630g Furfurolphloro 
glucid, davon aus Galakturonséure 0,1822 ¢ und aus Arabinose 0,0808 y 
entstanden. Dem entspricht eine Menge von 0,0950g Arabinose. Folglich 
in der Pektinsdéure 14,9% Arabinose. 

Essigsdure. 2,4296g Pektinséiure wurden in 100ccm Wasser geléist 
und die neutralisierte Lésung mit 250 ccm n/10 Baryt 6 Stunden zur Ver- 
seifung erhitzt. Mit 10 °%iger Schwefelséure angesiuert, so daf eine ungefah: 
2% ige schwefelsaure Lésung entstand, und mit Wasserdampf destilliert, 
ergaben sich 10 Liter Destillat, die 67,5ccm n/10 Baryt neutralisierten. 
Die gesamten neutralisierten Destillate auf ungefihr 200ccm eingeengt 
und zur Zerstérung der Ameisenséure mit Bichromatmischung 2 Stunden 
erhitzt, ergaben, mit Wasserdampf destilliert, 7 Liter Destillat, die 43,2 ccm 
n/10 NaOH neutralisierten. Dem entspricht eine Menge von 0,2592 
Essigséure oder 10,7 °%, Essigsdure in der Pektinsdure. 


Bariumacetat. Die zuletzt erhaltenen, mit Barytlésung neutrali- 
sierten Destillate wurden in einer Porzellanschale auf ein kleines Volumen 
eingeengt und nach Filtration zur Trockne verdampft. Der Riickstand 
das Bariumacetat, wurde mehrere Male mit Alkohol ausgekocht, um 
das Phenolphthalein zu extrahieren. 


0,1354g¢ des vollkommen trockenen Bariumacetats lieferten, mit 
Schwefelséiure abgeraucht, 0,1229g BaSQ,. 
(CH,COO),Ba. Ber.: 53,80% Ba; 
gef.: 53,41% Ba. 


Bariumsalz der Galakturonsdure. Die nach der ersten Wasser- 
dampfdestillation bei der Essigsaurebestimmung verbleibende Losung 
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wurde unter Erhitzen auf dem Wasserbad mit Bariumcarbonat neu- 
tralisiert, filtriert und das Filtrat im Vakuum zur Trockne verdampft. 
Der Riickstand wurde durch Auskochen mit Alkohol von den neben 
dem Bariumgalakturonat vorhandenen Monosacchariden befreit, das 
ungelést verbleibende Bariumsalz in wenig Wasser gelést, mit Kohle 
entfarbt, filtriert und mit Alkohol gefallt. Das flockig ausfallende 
Salz sammelte man auf einem Glasfilter, wusch es mit Alkchol und 
Ather und trocknete es schlieBlich bei 110°. Die Ausbeute betrug 0,4 g 
schwach gelblich gefarbtes Bariwmsalz der Galakturonsdure, das 
noch geringe Verunreinigungen enthielt. Das Salz zeigte stark die 
Naphthoresorcinreaktion. 
0,2056 g Substanz (bei 78° im Vakuum iiber P,O, getrocknet) in 10 cem 
Wasser gelést. ¢ = 2,06; 1 = 1; ap = + 0,529; [a}¥) = + 25,3, 
(F. Ehrlich und R. v. Sommerfeld! fanden [a]lp = + 32,6°.) ; 
0,1617 g Substanz lieferten, im Platintiegel mit Schwefelsiure ab- 
geraucht, 0,0707 g BaSQ,. 
(CgH,O,),Ba. Ber.: 26,30°, Ba; 
gef.: 25,73°, Ba. 


Pektin aus Erdbeeren, 
Hydratopehtin. 

Fiir die folgendén Untersuchungen dienten als Ausgangsmaterial 
frische, gut ausgereifte Erdbeeren, die auf dem Breslauer Friihmarkt 
gekauft waren. Die gewaschenen Friichte im Gesamtgewicht von 
4.91 kg wurden entstielt und lieferten 4,61 kg reine Beeren mit einem 
durchschnittlichen Trockensubstanzgehalt von 10,2 °,,. 


Die Gewinnung des Hydratopektins vollzog sich in drei Phasen. 


Zunichst wurden die Beeren unter einer Hebelpresse scharf ab- 
gepreBt. Es ergaben sich 1920 ccm Saft im Gewicht von 1982 g, der 
dickfliissig war und ein graustichiges Rot zeigte. Gegen ‘Lackmus 
reagierte er sauer. Mit Alkohol versetzt, fiel ein heller, gallertartiger 
Niederschlag von Pektinsubstanz, der stark die Naphthoresorcin- 
reaktion gab. 


Die zerquetschten, abgepreBten Beeren wurden dann in der iiblichen 
Weise mit Wasser von 55° ausgelaugt, um méglichst schnell alle léslichen 
Pektinstoffe, Zucker und organischen Nichtzuckerstoffe herauszulésen. 
Diese Extraktionen wurden so lange fortgesetzt, bis die a-Naphthol- 
reaktion auf Kohlenhydrate negativ ausfiel. Bei der vierten Aus- 
laugung bei 55° ergab das Filtrat nur noch eine schwache Reaktion. 


1 Diese Zeitschr. 168, 321, 1926. 
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Aus diesen Versuchen ging hervor, daB genau wie bei den Johannis. 
beeren bei 55° nur das im Saft geliste Pektin in das Wasser iibergeht. 
Recht erhebliche Mengen Pektin gingen aber erst durch kochendes 
Wasser in Lisung. Die ersten Wasserextrakte bei 100° zeigten bei 
deutlicher Rechtsdrehung, die in den folgenden Ausziigen allmahlich 
nachlieB, stark positive Orein- und Naphthoresorcinreaktion und 
gaben mit Alkohol jetzt dicke, gallertartige Fallungen. Durch das 
kochende Wasser war also wieder die Hydrolyse des urspriinglich 
wasserunléslichen Pektins der Erdbeeren zu Hydratopektin, d. h 
dem léslichen Gemisch von Calcium-Magnesiumpektinat und Araban 


erfolgt. 


1. Aus Erdbeersaft von 4,61 kg entstielten Erdbeeren. 1920 com 
Erdbeersaft, der sich nicht durch Filtrierpapier filtrieren lie, wurde 
durch ein weitmaschiges Koliertuch in 6 Liter Alkohol gegossen. Ex 
schied sich in der rotgefarbten Fliissigkeit eine hellgriine Gallerte 
ab, die nach 24 Stunden abfiltriert und durch Abpressen mit einem 
Pistill vom anhaftenden Alkohol méglichst befreit wurde. Man erhielt 
auf diese Weise eine dunkelgriine asbestartige Masse, die in 1 Liter 
Alkohol suspendiert wurde. Es ging dabei kein Farbstoff in Lésung. 
Nach 24 Stunden filtrierte man ab und trocknete den Niederschlag 
an der Luft und dann bei 110°. Gewonnen /1,2 9 noch stark verun- 
reinigtes Calcium-Magnesiumsalz der. Pektinsdure. 


Die alkoholischen Filtrate wurden auf 150 ccm eingeengt und mit 
1,5 Liter Alkohol und 100 ccm Ather versetzt. Es fiel ein dunkelbrauner 
Sirup, der nochmals mit 100 cem Wasser aufgenommen, iiber Kieselgur 
filtriert und mit 1 Liter Alkohol und 100cem Ather gefallt wurde. 
Auch jetzt fiel ein brauner Sirup, der mit Alkohol und Ather behandelt 
und an der Luft bei 110° getrocknet wurde. Das so gewonnene hygro- 
skopische, braunliche Produkt im Gewicht von 5,1 g enthielt neben 
anderen Stoffen offenbar betrachtliche Mengen Araban. Es gab stark 
die Orcinreaktion, aber nicht die Naphthoresorcinreaktion, zeigte 
deutliche Linksdrehung, die bei kurzem Kochen mit verdiinnter Mineral- 
siure in starke Rechtsdrehung tiberging. 


2. Aus dem abgepreBten Fruchijleisch der Erdbeeren durch Aus- 
ziehen mit Wasser von 55°. Die abgepreBten Erdbeeren wurden mit 
je 4 Liter Wasser bei 55° 2 Stunden lang ausgelaugt. Die tiber ein 
weitmaschiges Koliertuch abfiltrierten dunkelroten, triiben Lésungen 
reagierten bei den ersten vier Extrakten sauer und gaben die a-Naphthol- 
und Naphthoresorcinreaktion. Die fiinfte Auslaugung zeigte einen 
negativen Ausfall der a-Naphtholreaktion. Die Filtrate, mit Ausnahme 
des letzten, wurden im Vakuum bis auf 1 Liter eingeengt und mit 
4 Liter Alkoho] versetzt. Es fiel ein hellroter Niederschlag, den man 

















nat 
Lu 


gel 


scl 


un 


ma 
fri 
ers 
iib 
Hy 


Av 
du 
Po 
Fo 


im 
wt 
su 





hannis- 
ver geht. 
chendes 
ten bei 
mahlich 
m und 
‘ch das 
linglich 
Lid. h 
Araban 


120 com 
wurde 
nm. Es 
xallerte 
einem 
erhielt 
1 Liter 
sung. 
rschlag 
verun- 


nd mit 
rauner 
eselgur 
wurde. 
andelt 
hygro- 

neben 
» stark 

zeigte 


lineral- 


» Aus- 
en mit 
yer ein 
sungen 
ahtho!- 

einen 
nahme 
id mit 
n man 


Chemie des Pektins der Obstfriichte. 233 


nach 3 Tagen abfiltrierte, mit Alkohol und Ather wusch und an der 
Luft und schlieBlich bei 116° trocknete. Erhalten 11,7 9 rétlichbraun 
gefarbtes Calcitwm-Magnesiumpektinat. 


In den alkoholischen Filtraten lieB sich nach Einengen durch 
Fallen mit Alkohol und Ather ein Araban nachweisen, das direkt nur 
schwach, nach Saurehydrolyse stark Fehlingsche Léisung reduzierte 
und auch deutlich positive Orcinreaktion gab. 

3. Ausziehen des vorbehandelten Prefriickstandes der Erdbeeren 
mit Wasser von 100°. Der so vorbehandelte PreBriickstand wurde in der 
friiher mehrmals geschilderten Weise mit je 4 Liter destilliertem Wasser 
erschépfend ausgekocht. Die folgende Tabelle VIII gibt Auskunft 
iiber die Ausbeuten und das Verhalten der einzelnen Lésungen des 
Hydratopektins. 


Tabelle VIII. 


Einzelne Phasen der Auskochung des PreBriickstands der Erdbeeren mit 
Wasser. 
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Wasser Lakmus Filtrats reaktion «pn substanz 
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Gesamtausbeute an trockenem Hydratopektin 19,8 ¢ 


Zur Gewinnung des Hydratopektins wurden die bei den einzelnen 
Auslaugungen erhaltenen wisserigen Extrakte von Verunreinigungen 
durch Kolieren befreit und die klaren Filtrate auf dem Wasserbad in 
Porzellanschalen verdampft. Das Hydratopektin blieb ebenfalls in 
Form von gelben bis braunen gelatineartigen Blattern zuriick. 


Die zu diesen Versuchen verwendeten entstielten Erdbeeren 
im Gewicht von 4,61 kg enthielten 470 g Trockensubstanz. Daraus 
wurde gewonnen an einzelnen Pektinbestandteilen (in Trocken- 
substanz) : 
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1. aus Saft 2g Ca-Mg-Salz */o 
lg 


2,4 

Araban (ber.) = 1,19 
5 2,5 ° 
1.29 


11, 
5, 
2. durch Auslaugung bei 55° et, 


7g Ca-Mg-Salz 
5,3g Araban (ber.) 
3. durch Auslaugung bei 100° 198g Hydratopektin — 4,2°), 


Gesamtausbeute 53,1 g Hydratopektin — 11,4 %/, 
der Trockensubstanz der Erdbeeren 


Die frischen entstielten Hrdbeeren enthielten demnach 1,15 
Pektin als Hydratopektin berechnet. Von dem gesamten Pektin waren 
im Safte der Erdbeeren in gelister Form 62,7%, vorhanden, wahrend 
im Fruchtfleisch in Form des in kaltem Wasser unléslichen Pektins 
ein Gehalt von 37,3°, anzunehmen war. 


Zerlegung des Hydratopektins der Erdbeeren in Araban und pektinsaures Salz. 


Das durch Auskochen von Erdbeeren gewonnene Hydratopektin 
ist wie das Hydratopektin aller bisher untersuchten Pflanzen ein Ge. 
misch aus Araban und dem Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsaure 
und enthalt noch geringe Mengen von verunreinigenden Substanzen 
Um das Verhaltnis der beiden Hauptbestandteile zu erfahren, wurden 
20,5 g lufttrockenes Hydratopektin mit 10,22°, Wassergehalt bzw 
18,4g Trockensubstanz in 500cem 70°%igem Alkohol suspendiert 
und 3 Tage stehengelassen. Die Drehung der alkoholischen Fliissigkeit 
betrug ap = —0,38° (1= 1). Die ungelésten Bestandteile wurden 
abfiltriert und erneut in 500 cem 70 °,igem Alkohol suspendiert. Nach 
5 Tagen filtrierte man von dem ungelést gebliebenen Salz ab, wusch 
dieses mit Alkohol und Ather und trocknete es bei 110°. Das alkoholische 
Filtrat drehte ap = —0,03° (J = 2). Die Ausbeute an Ca-Mg-Salz 
betrug 12,56 g Trockensubstanz. Hiernach sind also im trockenen 
Hydratopektin aus Erdbeeren etwa 68,3°%, Calcium-Magnesiumsal: 
der Pektinsdure und 31,7°, Araban enthalten. 


Araban. 


Die in den vorigen Versuchen erhaltenen alkoholischen Araban- 
lésungen wurden im Vakuum stark eingeengt. Die Versuche, das 
Araban mit Alkohol und Ather in Form einer festen Substanz zu fallen 
miBlangen, es wurden nur dunkel gefarbte Sirups erhalten. Deshalb ver- 
dampfte man die urspriinglichen alkoholischen Filtrate direkt im Vakuum 
zur Trockne. Es hinterblieb ein braunlicher, amorpher, hygroskopische1 
und aschenhaltiger Riickstand, der stark die Orcinreaktion gab, also 
Pentosen enthielt. Die wasserige Lésung reagierte schwach sauer 
und reduzierte schwach Fehlingsche Lésung. Wurde sie jedoch mit 
Salzsiure erhitzt, so steigerte sich das Reduktionsvermégen gegeniiber 
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Fehlingscher Lésung betriachtlich. Daraus muBte man _ schlieBen, 
daB auch dieses Araban aus Anhydriden von Pentosen besteht, die 
noch gréBere Mengen von Verunreinigungen enthalten. Auch hier 
erwies sich das Araban als linksdrehend und wurde durch Siurehydro- 
lvse in rechtsdrehende, stark reduzierende Arabinose verwandelt. 


Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure. 


Zur Untersuchung des Calcium-Magnesiumsalzes standen drei 
Praparate zur Verfiigung. Das erste war aus Erdbeersaft, das zweite 
aus den Auslaugungen bei 55° und das dritte durch Auskochen mit 
Wasser als Hydratopektin mit darauffolgender Auslaugung des Produktes 
mit 70°,igem Alkohol gewonnen worden. Die Analyse ergab, dab 
Calcium und Magnesium in allen drei Praparaten in groBer Menge 
vorhanden waren, wahrend Eisen und Aluminium sich nur in Spuren 
nachweisen lieBen. 

Salz I gewonnen aus Erdbeersaft. 11,2 g trockenes Calcium-Mag- 
nesiumsalz der Pektinsaiure aus Erdbeersaft lésten sich in 500 cem Wasser 
zu einer dunkelgriinen, etwas ziahfliissigen Lésung, die schwach sauer 
reagierte. Nach Filtration tiber Kieselgur, die langsam von statten 
ging, engte man die Lésung im Vakuum auf 200 ccm ein und fallte 
sie mit 600 cem Alkchol. Das Ca-Mg-Salz schied sich in hellgriinen, 
gallertartigen Flocken ab und wurde nach einiger Zeit abfiltriert. 
Nach Waschen mit*Alkohol und Ather und Trocknen bei 110° erhielt 
man eine graugriinliche Substanz im Gewicht von 9,5 gq. 


Das Calcium-Magnesiumsalz wurde noch ein zweites Mal umgefillt, 
indem es in 200cem Wasser unter schwachem Erwarmen gelést, die 
Flissigkeit tiber Kieselgur filtriert und mit 600cem Alkohol gefallt 
wurde. Gewonnen 8,7 g Ca-Mg-Salz der Pektinsdéure in Form eines 
griinstichigen Pulvers, das erst bei 110° und dann noch bei 78° im 
Vakuum iiber P,O, getrocknet wurde. 

Spezifische Drehuny. 0,2053g Substanz in 10cem zu einer klaren, 
schwach gelbbriiunlichen Lésung gelést. ¢ = 2,05; 1 = 0,5; ap = + 2,03°; 
{al} = + 198,29. 

Galakturonsdure.  0,6297g Substanz: 0,0988g CQO,, entsprechend 
69,0°% Galakturonsdure. 


Salz II (aus dem Fruchtfleisch der Erdbeeren mit Wasser bei 55° 
ausgezogen). 11,7 g Ca-Mg-Salz der Pektinsaéure, gewonnen aus den 
bei 55° erhaltenen wisserigen Extrakten, wurden in 1 Liter Wasser 
unter schwachem Erwirmen gelést, iiber Kieselgur filtriert und die 
Fliissigkeit im Vakuum auf 200 cem eingeengt. Es blieb ein in Wasser 
unléslicher Riickstand, der die Naphthoresorcinreaktion gab und 
Calcium enthielt. Auch hier handelte es sich vermutlich um eine 
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durch Pektasewirkung unlislich gemachte Pektinsubstanz. Die dunkc|- 
braune Lésung wurde nun in 600 cem Alkohol eingetropft, wobei sich 
ein gallertartiger Niederschlag in gelblichen Flocken abschied. Nac} 
einigem Stehen wurde abfiltriert, mit Alkohol und Ather gewaschen 
bei 110° und weiter bei 78° im Vakuum itiber P,O, getrocknet. 7.2 g 
Calcium-Magnesiumsalz der Pektinséiure in Form eines braunlichen 
Pulvers. 


Spezifische Drehung. 0.1825 g Substanz in 10cem Wasser gelist. 
ce = 1,82; 1= 0,5; ap = + 1,32°; [a}? = + 144,89. 

Galakturonsdure. 0,4104g Substanz: 0,0647g CO,, entsprechend 
69,3°%, Galakturonsdure. 

Pektinsdure. 

I. 7.9 g zweimal umgefilltes griinstichiges Calcium-Magnesiumsalz 
der Pektinsaiure aus Erdbeersaft wurden in der Kalte in 200 ccm 
Wasser gelést, mit 50cem 10°, iger Salzsiure versetzt, wodurch die 
dunkelgriine Lésung sich wesentlich aufhellte, und sofort in 1 Liter 
96 °,igen Alkohol eingetropft. Die Pektinsaure schied sich in hell- 
gelblichen, gallertartigen Flocken ab, die man auf Saftfiltern abfiltrierte. 
Die Pektinsiure wurde mehrere Male in Alkohol suspendiert, bis sie 
etwas kérniger geworden war und Chlorionen sich nicht mehr nachweisen 
lieBen, dann auf einem Glasfilter scharf abgesaugt, mit Alkohol und 
Ather gewaschen und bei 110° getrocknet. Ausbeute 3,2 g Pektinsdur 
in Form eines schwach gelblichen Pulvers. 

Da die Substanz noch Asche enthielt, wurde sie in 100 cem Wasser 
gelést, mit 10 ccm 10° iger Salzsaure versetzt und in 500 cem Alkohol 
eingetropft, dem vorher etwas Salzsaiure zugesetzt war. In iiblicher 
Weise wurden nach dem Waschen und Trockenn 2,59 hellgelbliche 
Pektinsiure gewonnen, die zur Analyse wieder bei 78° im Vakuum 
iiber P,O; getrocknet wurde. 


Spezifische Drehung. 0,2576g Substanz in 10ccm Wasser gelést. 
c = 2,58; 1=1; ap = + 5,489; [a]¥? = + 213,09. 

Aziditét. Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz 18,3 ccm 
n/10 NaOH. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,1870g Substanz: 0,1323 g AgJ, 
entsprechend 9,35°, Methoxyl in der Pektinsaure. 


Galakturonsdure. 0,7781g Substanz: 0,1463 g CO,, entsprechend 
79,3°%, Galakturonsdure. 


II. 5,0 g umgefilltes Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsaéure aus 
den bei 55° erhaltenen wisserigen Extrakten lésten sich in 200 ccm Wasser 
unter schwachem Erwirmen auf dem Wasserbad zu einer rétlich gefarbten 
Lésung, die nach dem Erkalten mit 50 ccm 10 °,iger Salzsiure versetzt 
und in | Liter Alkohol eingetropft wurden. Die Pektinsdure schied 
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sich in schwach rosa gefirbten, gallertartigen Flocken ab. Der Nieder- 
schlag lieferte, in, der itiblichen Weise mit Alkohol und Ather behandelt 
und bei 110° getrocknet, 3,85 g schwach rosa gefairbte Pektinsaure. 


Um das Priaparat noch weiter zu reinigen, wurde es in 150 ccm 
Wasser gelést, mit 25 ccm 10% iger Salzsiéure versetzt und in 750 ccm 
Alkohol eingetropft. Nach 24 Stunden filtrierte man die Pektinsaiure 
ab. Der mit Alkohol und Ather behandelte und bei 110° getrocknete 
Niederschlag lieferte 3,4g hellgelbliche Pektinsdure, die in tblicher 
Weise fiir die Analyse getrocknet wurde. 

Elementaranalyse. 0,1706g Substanz: 0,2710g CO,, 0,0791g H,O, 
0,0009 g Asche (= 0,53%). 

Nach Abzug der Asche gefunden: C 43,32, H 5,19. 

Molekulargewicht. 0,2929 g Substanz in 10 cem Wasser gelést. c = 2,93; 
Ap = 0,042, : 

Gef.: Molekulargewicht 1280. 

Spezifische Drehung. 0,2280g Substanz in 10ccm Wasser geldést. 
c= 2,28; 1 = 1; ap = + 4,79; [alp = + 210,0°. 

Aziditat. Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz 16,7 ccm 
n/10 NaOH. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,1514g Substanz: 0,1128¢ AgJ, 
entsprechend 9,84°% Methoryl in der Pektinsaure. 

Galakturonddure. 0,8632 g Substanz: 0,1585 g CO,} entsprechend 
78,9°% Galakturonsdure in der Pektinsaure. 


Ill. 12.5 g rohes Ca-Mg-Salz der Pektinsdure, aus Hydratopektin 
hergestellt, wurden in 500ccm Wasser unter schwachem Erwirmen 
gelést. Nach zweimaliger Filtration der dunkelroten Lésung iiber 
Kieselgur konzentrierte man sie im Vakuum auf 200 ccm, versetzte sie 
mit 50 cem 10 °,iger Salzsdure und lieB sie in 1 Liter Alkohol eintropfen. 
Die Pektinsaéiure schied sich in rétlichen, gallertartigen Flocken ab 
und wurde nach 24 Stunden abfiltriert, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und in der tiblichen Weise getrocknet. Ausbeute 7,3 g Pektinsdure 
in Form eines rétlichen Pulvers. 


Zur weiteren Reinigung wurde das Produkt in 200 ccm Wasser 
gelést, mit Tierkohle erwarmt, filtriert, das Filtrat mit 50 ccm 10 °,iger 
Salzsiure versetzt und mit 1 Liter Alkohol gefallt. Die Pektinsiiure 
schied sich in schwach rétlichen Flocken ab und wurde wie oben be- 
handelt und getrocknet. Man erhielt 4,29 einer schwach rétlichen 
Pektinséure, die man nochmals in 200 cem Wasser liste, iiber Kieselgur 
filtrierte und nach Zusatz von 50 ccm 10° iger Salzsiure mit 1 Liter 
Alkohol fallte. Den ausgefallenen Gallertniederschlag behandelte 
man wie oben und erhielt 2,8g trockene Pektinsdure in Form eines 
schwach rosa gefarbten Pulvers. 
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Spezifische Drehung. 0,1352g Substanz in 10ccm Wasser gel 
ec = 1,35; l= 1; ap = + 2,60°; [aff = + 192,6°. 

Aziditat. Auf 1,0g bezogen, neutralisierte die Substanz 12,0 ccm 
n/10 NaOH. 

Methoxyl nach Zeisel-Fanto-Stritar. 0,2298 g¢ Substanz: 0,1635¢ Ag J, 
entsprechend 9,40°% Methoxyl in der Pektinsaure. 

Galakturonsdure. 0,6106g¢ Substanz: 0,1106¢ CO,, entsprechend 
79,7% Galakturonsdure. 


Arabinose. 0,3757 g Substanz: 0,1323 g Furfurolphloroglucid. Davon 
enstanden 0,1134g aus Galakturonséure und 0,0189g aus Arabinose. 
Gefunden 0,0246g Arabinose, entsprechend 6,55% Arabinose in der 
Pektinsaure. 

Essigsdure. 1,4110 g¢ Substanz, verseift und aus schwefelsaurer Lésung 
mit Wasserdampf destilliert, ergaben 7 Liter Destillat, die 33,1 cem n/10 Baryt 
neutralisierten. Nach Zerstérung der Ameisenséiure mit Bichromat durch 
Wasserdampf erhalten 6 Liter Destillat, die 24,7 cem n/10 Baryt neutrali- 
sierten. Dem entspricht eine Menge von 0,1482 g Essigsiéure oder 10,5‘ 
Essigsdure in der Pektinséure. 


Tetra-Galakturonsduren aus pektinsaurem Salz der Erdbeeren. 


Tetra-Galakturonsdure a. 17,3 g rohes trockenes Ca-Mg-Salz aus 
dem Hydratopektin der Erdbeeren wurde in 200 cem 5°, iger Salzsaure 
gelést und 8 Stunden auf dem Wasserbade erwarmt. Nach 1 Stunde 
begann sich aus der rotbraunen Lésung ein feiner Niederschlag ab- 
zuscheiden. Dieser wurde in der tiblichen Weise behandelt. Ausbeute 
7,2g rohe Tetra-Galakturonsdure a (bei 110° getrocknet), entsprechend 
44.4%, auf Ca-Mg-Salz berechnet. Das Filtrat drehte im 2-dm-Rohr 
ap = + 2,08°. 


Zur Reinigung liste man die Tetrasiure a in | Liter kochendem 
Wasser, filtrierte sie tiber Kieselgur und gewann durch Zusatz von 
konzentrierter Salzsiure zur erkalteten klaren Lésung einen farblosen, 
flockigen Niederschlag, der nach dem Waschen und Trocknen 4,// 9 
Tetrasdure a in Form eines rein weiBen Pulvers lieferte, das in tiblicher 
Weise zur Analyse getrocknet wurde. 

Elementaranalyse. 0,1786g Substanz: 0,2663g CO,, 0,0707 g H,0, 
0,0007 g Asche (= 0,39°,). 

Auf aschefreie Substanz bezogen: 

Cy,H,,0.,- Ber.: C 40,92, H 4,55; 
gef.: C 40,82, H 4,45. 

Spezifische Drehung. 0,2495 ¢ Substanz in 10 ccm n/10 NaOH gelést. 

c = 2,495; 1 = 1; ap = + 6,90°; [a]? = + 276,89. 


Die Drehung stimmt also mit der der Tetraséure a aus Riibenpektin 
vollkommen iiberein. 
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Aziditat. 1,0 g Substanz verbrauchte zur Neutralisation direkt 55,2 com 
n/10 NaOH. 

Fiir C3,H,,0;,(COOH), berechnet 56,8 ccm. 

Tetra-Galakturonsdure b. Das salzsaure Filtrat der oben beschrie- 
benen Tetra-Galakturonséiure a wurde im Vakuum bei ungefahr 45° 
eingeengt und daraus durch Fallen mit Alkohol die Tetra-Galakturon- 
sdure b gewonnen. Man erhielt 3,69 eines lockeren, schwach rétlich 
gefarbten aschehaltigen Pulvers (getrocknet bei 110°). 

Zur weiteren Reinigung wurde die Tetrasaéure b in 50 com Wasser 
gelést, tiber Kieselgur filtriert, mit Alkohol gefallt und in der tiblichen 
Weise zur Trockne gebracht. Nach Trocknen bei 110° erhielt man 
2.1q Tetraséure b als schwach gelblich gefarbtes, lockeres Pulver, 
das man bei 78° im Vakuum tiber P,O, nachtrocknete. 


Elementaranalyse. ©,2132 g Substanz: 0,3155g CQO,, 0,0860g H,O, 
0.0011 g Asche (= 0,52%). 

Auf aschefreie Substanz bezogen: 

C.,H;,0,. Ber.: C 40,92, H 4,55; 
gef.: C 40,56 H 4,53. 

Spezifische Drehung. 0,1820g Substanz in 10ccem Wasser geldst. 
c = 1,82; 1 = 1; ap = + 3,929; [aff? = + 215,4°. 

Es ergab sich hier eine Drehung, wie sie auch friiher bei den nur 
einmal umgefallten Tetrasiuren b aus Riiben und aus Orangenschalen 
beobachtet wurde. 

Aziditét. 0,1638 g Substanz neutralisierten nach 24stiindigem Stehen 
mit n/10 NaOH im Uberschu8 9,2 cem n/10 NaOH gegen Phenolphthalein. 
10g Tetrasiure b verbrauchte demnach zur Neutralisation 45,9 ccm 
(berechnet 56,8). Die direkte Titration ergab einen Verbrauch von 6,8 ccm 
n/l0NaOH. Fiir 1,0 g C,,H,,0,,(COOH), berechnet sich der Verbrauch 
an n/10 Lauge zu 42,6ccm. Fiir 1,0g gefunden 41,5. 


Die Tetra-Galakturonsdéure b aus Erdbeeren ist also ebenfalls ein 
Tetraanhydro-tetragalakturonsdure-monolakton. 











Uber Stoffwechselwirkungen mitogenetischer Strahlen. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
Heinrich Gesenius. 
(Aus der I. medizinischen Universitétsklinik Berlin, Charité). 


(Eingegangen am 30. Juli 1929.) 


Bei der gegenwartigen Diskussion tiber die mitogenetische Strahlung 
scheint eine Verbreiterung der Erfahrungen iiber deren Wirkungen 
wiinschenswert, da bisher ausschlieBlich morphologische Beobachtungen 
vorliegen. In dieses Gebiet durch Herrn Priv.-Doz. Siebert, der seit 
3 Jahren hieriiber publiziert hat, eingefiihrt, glaubte ich, auf folgende 
Weise neue Méglichkeiten fiir den Nachweis dieser Strahlen finden zu 
kénnen. 

Nach allen Erfahrungen tiber den Zusammenhang von Stoff- 
wechsel und Wachstum war zu vermuten, daB sich ein Einflu8 der 
mitogenetischen Strahlen auf die Detektorzelle auch durch Ver- 
iinderungen des Stoffwechsels dieser Zelle bemerkbar machen wiirde. 
Verwendet man als Detektorzelle Saccharomyces eliipsoideus, so 
findet man nach vierstiindiger Bestrahlung eine Steigerung des Garungs- 
stoffwechsels von 8,8 °/, als Durchschnitt von 79 Versuchen. Im einzelnen 
wurde der Stoffwechse] durch vorausgehende Bestrahlung angeregt in 
79,7 % der Versuche, und zwar um einen Betrag von 10,8°, 5 Minuten, 
9,5°%, 10 Minuten nach Messungsbeginn; er blieb unbeeinfluBt in 19°, 
der Versuche und fiel als Bestrahlungsfolge ab in einem einzigen Versuch 
um 2%. Die Versuchsbedingungen (Stickstoffatmosphare, 5 °,ige 
Glucoselésung, py = 5,7, Warburgsche Apparatur) waren so gewahlt. 
daB die Zelle wihrend der Garungsperiode ausschlieBlich auf Garung 
als energieliefernde Reaktion angewiesen war. 

Die Atmung dagegen wurde durch die vorangegangene Bestrahlung 
um durchschnittlich 17°, in 18 von 24 Versuchen gemindert; un- 
beeinflu8t war die Atmung in vier, vermehrt in zwei Versuchen. Dic 
Versuchsbedingungen (Nahrlésung mit geringem Zuckergehalt, 0.,- 
Atmosphare, Phosphatpuffer vom py =: 5,7) waren so gewahlt, dal 
Garung als energieliefernde Reaktion nicht eintrat. 

Die Anstrahlung fand mit Hefe als Induktor aus einer Entfernung 
von 5mm auf die Versuchskultur durch ein Quarzblattchen, auf die 
Kontrollkulturen durch Glasblittchen statt (4 Stunden). 

Es ist hiermit sehr wahrscheinlich, daB die mitogenetische Strahlung 
einen StoffwechseleinfluB ausiibt. 
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Uber die Ausscheidung der Saccharase aus den Zellen. 


Von 
Nicolai N. Iwanoff und M. A. Kudrjawzewa. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenphysiologie und -chemie der Universitat 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der Literatur wurde bisher noch nicht auf den Zusammenhang 
zwischen der Bildung von Fermenten in lebenden Zellen und den 
Nahrungsstoffen des gegebenen Organismus hingewiesen. Als man 
nach den Arbeiten von H. von Euler und Wilistdtter die Fermente in 
gereinigter Form darzustellen anfing, entstand natiirlich die Notwendig- 
keit, dieselben in der lebendex Zelle in méglichst groBer Menge an- 
zuhéufen. Zuler’ und Willstdtter? mit Mitarbeitern haben gezeigt, 
daB es zur Darstellung groBer Mengen Saccharase in der Hefe nétig ist, 
dieselbe mit einer Saccharoselésung zu behandeln und erst darnach 
das Ferment aus derselben auszuscheiden. Im Zusammenhang mit der 
Ausnutzung von komplizierten Stoffen durch die Saprophyten nach der 
Spaltung derselben durch die Fermente steht die Frage nach dem 
Ort, wo die gegenseitige Beriihrung des Ferments und des Nahrungs- 
substrats stattfindet; mit anderen Worten: Scheidet sich das Ferment 
aus der Zelle nach auBen aus und bereitet dann die komplizierten Stoffe 
zum Durchdringen derselben in das Innere der Zellen vor oder bleibt 
das Ferment in der Zelle und wird die gegebene Nahrungssubstanz 
innen, erst nach dem Eindringen durch das Zellenprotoplasma, zer- 
setzt? Die Enzymologie kennt Faille, wo die Fermente offenbar nach 
auBen treten (die verdauenden Enzyme der insektenfressenden Pflanzen), 

1 H.v. Euler, K. Josephson und H. Fink, Zeitschr. f. phys. Chem. 
144, 101, 1925; 154, 310, 1926. 

2 R. Willstdtter, Lowry und Schneider, ebendaselbst 146, 158, 1925; 
Ber. d. D. chem. Ges. 59, 1591, 1926. Im gegebenen Falle fand eine be- 
deutende Vermehrung der Saccharase bei der Garung in schwachen 
Saccharosekonzentrationen statt. 
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ebenso wie auch solche Fille (Hefezymase), wo das Ferment ohne 
Beschadigung der Zelle nicht nach auBen tritt. Zugleich sind Beispic|> 
bekannt, wo Ubergiinge von einer Form Fermente zur anderen be- 
obachtet werden, hier beginnt das gewéhnlich in der Zelle befindliche 
Ferment sich unter dem Einflusse der veranderten Permeabilitits- 
verhaltnisse des Protoplasmas nach auBen auszuscheiden; es ist dann 
der Fall méglich, daB unter den veranderten auBeren Bedingungen 
ein Teil der Zellen des Organismus abstirbt und dann die in denselben 
enthaltenen Fermente frei werden und ihre spaltende Wirkung ausiiben. 
Wenn wir ein Austreten der Fermente aus der Zelle beobachten, so 
ist es nicht leicht, nachzuweisen, ob dasselbe durch erhéhte Permea- 
bilitat des Protoplasmas hervorgerufen wird, oder ob dieses Austreten 
mit dem Absterben der Zellen verbunden ist. 


Bei der Ernahrung von Saprophytenpilzen durch kolloidale Stoffe, 
wie Starke und EiweiB, haben wir zweifellos den Fall eines Ferment- 
austritts nach auBen vor uns; denn ohne diesen ware uns die Ausnutzung 
dieser Stoffe durch den Organismus unverstandlich. In der Frage nach 
dem Austreten der Fermente aus den Zellen spielt ohne Zweifel eine 
groBe Rolle die aktuelle Aziditat (pg) des Mediums, in welchem sich der 
gegebene Organismus entwickelt. Zieht man in Betracht, dab die 
Organismen, besonders die Schimmelpilze, imstande sind, in bedeutendem 
MaBe die Aziditat der Umgebung zu andern, so wird uns verstandlich, 
daB wir in dieser Anpassung ein michtiges Mittel fiir die Regulierung 
des Fermentaustritts sehen miissen. 


Die Frage des Austritts der Saccharase aus den Zellen von Aspergillus 
niger je nach der Umgebung war der Gegenstand einer ausfiihrlichen Unter- 
suchung von Fernbach'! schon im Jahre 1889. Zu jener Zeit existierte die 
Lehre von der aktuellen Aziditaét des Mediums noch nicht. Fernbach wai 
bei seinen Versuchen gezwungen, steigende Mengen einer !/,9, Essigsaure 
in einem Falle und einer '/,599, Soda in einem anderen Falle anzuwenden, 
um die fiir den Versuch gewiinschten Bedingungen des Mediums herzustellen. 
Es ist zu bemerken, daB Fernbach als einer der ersten den Unterschied im 
Begriff der Neutralitét des Mediums je nach dem bei der Neutralisation 
angewandten Indikator (Phenolphthalein, Methylorange) entdeckte. Fern 
bach untersuchte die Saccharase, welche aus dem Pilz Aspergillus niger, 
der unter verschiedenen Bedingungen kultiviert wird, austritt; er kam zu 
dem SchluB, daB die anfainglich schwache Saccharasemenge stark ansteizt, 
bis zu dem Moment, wo der Zucker aus dem Nahrungsmedium verschwunden 
ist. Fernbach sprach den Gedanken aus, daB die Saccharase sich nur dann 
ausscheidet, wenn die Lebensverhiltnisse ungiimstig werden, und daf <ie 
Zuckerinversion im Innern der Zellen stattfinden muB. 

Gegenwartig verfolgen wir den Gedanken, daB die fermentativen 
Umwandlungen und speziell die Inversion an der Oberfliche der Zellen 
stattfinden kénnen. 


1 A. Fernbach, Ann. de l’Inst. Pasteur 8, 473, 531, 1889; 4, 1, 641, 1890. 
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Entsprechend dem groBen in der Literatur vorhandenen Material 
iiber Saccharase schien es uns von auBerster Wichtigkeit, das Austreten 
der Saccharase aus den Pilzzellen je nach der Wasserstoffionenkonzen- 
tration und je nach der Qualitaét des Nahrungsmediums, in dem der 
Pilz sich entwickelt hat, zu studieren. Diese beiden Faktoren beein- 
flussen stark die Entwicklungsgeschwindigkeit, das Wachstum und die 
Reifung des Pilzes; selbstverstaéndlich muBten dieselben sich stark in 
der Bildung und Ausscheidung der Saccharase widerspiegeln, wie dieses 
aus den Daten Fernbachs zu ersehen ist. 

Das Objekt unserer Untersuchung war Aspergillus niger, welcher 
auf Rollinscher Lésung unter Zusatz von Zn§O, und auf verschiedenen 
Formen von Kohlehydraten und Stickstoff aufgewachsen war. 

Die sterilisierte Nahrlésung wurde mit Sporen von Aspergillus niger 
besit und die Pilzkultur entwickelte sich im Laufe der nétigen.Zahl von 
Tagen bei 35°; danach wurde die Fliissigkeit abgegossen und abfiltriert, 
das Mycel mit destilliertem Wasser gewaschen, die Waschwasser mit dem 
Filtrat vereinigt, und so wurde das Volumen auf das der urspriinglichen 
Nahrungsfliissigkeit (50 cem) gebracht. 


Diese Fliissigkeit wurde auf Saccharasegehalt gepriift. Das Opti- 
mum der Saccharasewirkung liegt, nach der Angabe von Michaelis 
und Davidson', in den Grenzen py 3,7 bis 5.2. Wir haben durch eine 
Reihe vorlaufiger Versuche aufgeklart, daB die optimalen Bedingungen 
fiir die Saccharase des Aspergillus niger bei einem pg = 5,2 und t = 52° 
liegen. Daher wurde die zu untersuchende Fliissigkeit, in welcher 
vorher py bestimmt wurde, durch Ansiuern mit Oxalsiure oder durch 
Anlaugen mit Natriumhydroxyd auf py = 5,2 gebracht und dann zur 
Untersuchung der Saccharase benutzt. Alle Versuche wurden nach 
folgendem Plane ausgefiihit: Ven 50ccm Kulturfliissigkeit wurden 
10cem Filtrat entnommen und 10ccem Wasser und 1 g Saccharose 
hinzugefiigt; das Medium wurde auf py = 5.2, t= 52° gebracht; 
nach Verlauf einer bestimmten Zeit, 1 bis 3 Stunden, wurde die Menge 
des reduzierenden Zuckers nach Bertrand bestimmt. Die Saccharase- 
kraft wurde in Milligrammen reduzierenden Zuckers ausgedriickt, 
welcher sich aus 1 g Saccharose gebildet hat. Diese einfache Methode 
wurde bei allen weiter beschriebenen Versuchen angewandt. 


Versuch 1. 
Kultur von Aspergillus niger in 50 ccm Nahrungslésung, welche 0,05 g 
MgS0O,, 0,05 g KH,PO, + 1 mg ZnSO,, Spuren Fe SO, + 0,25 g Asparagin 
und 5 g Saccharose enthielt; Entwicklung bei 35°. Nach 2, 4, 8 usw. Tagen 


! Fiir die Saccharase des Aspergillus flavus gibt Josephson (Zeitschr. f. 
phys. Chem. 149, 71, 1925) das Optimum pq = 6,0 an. Michaelis und 
Davidson, diese Zeitschr. 85, 1911. 


16* 
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wurde das Filtrat mit den Waschwassern auf 50 ccm, py auf 5,2 gebrachit 
und auf die Saccharasekraft bei 52° gepriift (10cem Filtrat + 10 ccm 
Wasser + 1g Saccharose + 0,5cem Toluol). 





Saccharasekraft im Filtrat, in 
|| mg gebildeten reduzierenden 





Alter Pu Trockengewicht Zuckers ausgedriickt, bei ¢ = 52° 
des Pilzes in Tagen der Kulturfliissigkeit des Mycels in g | und Py = 5,2. 
|| mach 1 Std. nach 3 Std 
2 2,2 1,08 | 89 286 
4 2,2 2,12 100 263 
8 3,6 1,77 300 371 
11 6,0 1,33 550 924 
14 6,2 1,20 641 969 


Aus den Zahlen ist zu ersehen, da’ die Saccharasekraft des auf 
Saccharose kultivierten Pilzes, je nach der Tageszahl, parallel der Abnahme 
der Aziditét von py = 2,2 bis auf py = 6,2 zunimmt. 

In Kurve I ist gezeigt, wie die Saccharase je nach dem Alter 
zunimmt, und in Kurve II wie das Trockengewicht des Mycels abnimmt. 
Der Vergleich der Kurven gibt uns den Schliissel fiir das Verstiandnis 
der Saccharoseausscheidung aus den Mycelzellen; die Saccharose- 
ausscheidung nimmt besonders mit der Autolyse des Pilzes zu, zufolge 
deren das Gewicht desselben abnimmt. 
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Abb. 1. 
Saccharasekraft (Menge des zersetzten Zuckers pro Stunde) im Filtrat des Pilzes von ver- 
schiedenem Alter. Auf der Abszisse das Alter des Pilzes, auf der Ordinate die Menge des 
zersetzten Zuckers in Milligrammen. 
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Verinderung des Mycelgewichts dea Pilzes mit dem Alter; auf der Abszisse das Alter in 
Tagen, auf der Ordinate das Mycelgewicht in Grammen. 
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Schon im ersten Versuch war eine Saccharaseausscheidung in 
das Medium in schwachem MaBe zu beobachten, solange in demselben 
nichtausgenutzter Zucker vorhanden und Saccharose zugegen ist; 
umgekehrt fangt der Pilz im Moment der Vorratserschépfung an, die 
Saccharase nach aufen auszuscheiden, wie dieses von Fernbach 
beobachtet worden ist. 


In diesem Versuche wurde bei Aspergillus niger die natiirliche 
Verainderung des Mediums mit dem Alter und gleichzeitig eine Aus- 
scheidung von Saccharose beobachtet; in den folgenden Versuchen 
wurde der Versuch gemacht, das Medium des wachsenden Pilzes kiinst- 
lich zu verandern und je nach diesem die Veranderung der Saccharase- 
ausscheidung zu beobachten. 


Versuch 2. 

Aspergillus niger entwickelte sich wie im vorhergehenden Versuch, 
aber nach viertagigem Wachstum wurden unter sterilen Bedingungen zu 
Kolben 1 und 2 je 10 cem Wasser hinzugefiigt, zu Kolben 3 und 4 je 10 cem 
10%ige Oxalsiure, zu Kolben 5 und 6 je 10cem Wasser mit 2g CaCQ,. 
Nach Verlauf von 24 Stunden von der Zugabe an wurde in gewoéhnlicher 
Weise die Saccharasekraft im Filtrat gepriift, mnachdem dasselbe auf 
pu = 5,2 gebracht worden war. Die Resultate sind in der Tabelle wieder- 
gegeben. 





‘Saccharasekraft im Filtrat, 











. in mg gebildeten 
eget Pu der poe reduzierenden Zuckers 
Vv gung Kulture | des Mycels ausgedriickt, bei 
flissigkeit in g t = 52° und py = 5,2 
nach 1 Sed. nach 3 Std. 
Kontrolle, hinzugefiigt 10 com Wasser 2,0 1,86 72 | 134 
Hinzugefiigt 1g Oxalsiure .... 1,4 1,70 | 0 57 
2g CaCO,......i 70 2'43*| 102 | 298 
* Die Kontroliversuche haben gezeigt, daB die Zunahme des Mycelgewichts in Gegenwart 
von CaCQOsy in der Kultur durch Beimi g von éslichen Calciumsalzen zu erkliren ist. 





Einen Tag nach Verainderung des Mediums in neutrales oder mehr 
alkalisches, als es in der Kontrolle war, beobachteten wir eine Ver- 
anderung in der Fermentausscheidung, die Zunahme der Ausscheidung 
wuchs mit dem Ubergange des Mediums vom sauren zum mehr neutralen 
Da die Filtrate von den Pilzen verschiedene Aziditét besaBen, war man 
gezwungen, dieselben auf py = 5,2 zu bringen, indem man in einigen 
Fallen Natriumhydroxyd, in anderen Oxalsiure hinzusetzte; die 
Kontrollversuche zeigten, daB die sich bildenden Salze der Oxal- 
siure nicht die Arbeit der Saccharase beeinfluBten. 


Es wurde noch ein Versuch mit dem Pilze angestellt, welcher 
sich sogleich entwickelte: in einigen Kolben (Kontrolle) auf gewéhn- 
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lichem Substrate, in anderen in Gegenwart von Sauren und in dritten 
in Gegenwart von CaCQ,. 


Versuch 3. 


Aspergillus niger entwickelte sich in gewéhnlicher Nahrfliissigkeit, 
welche in einigen Fallen mit je 2g CaCO,, in anderen mit 0,5 g Oxalsaure 
versetzt wurde, die tibrigen wurden als Kontrolle belassen. Nach 8 Tagen 
wurden die Filtrate auf den Gehalt an Saccharase gepriift. 





\| 
i} Saccharasekraft im Filtrat, 
i in mg gebildeten reduzierenden 
| 








Veusestated " eae Zuckers ausgedriickt, bei t = 52 
iti der Kulturfliissigkeit || und py = 5,2 
nach 1 Std. nach 3 Std 
NOUS ons a cs. he, vg Ss 2,4 35 83 
Hinzugefiigt 2g CaCO,... . 6,6 125 511 
m 0,5g¢ Oxalsiure. . 1,2 0 0 


Hier zeigt sich mit vélliger Klarheit die Abhangigkeit der Saccharase- 
ausscheidung aus der Zelle von der Reaktion des Mediums: es tritt 
keine Ausscheidung in stark saurem Medium ein und die Saccharase 
nimmt beim Ubergang zum neutralen Medium zu. Weiterhin wurden 
Versuche mit differenzierteren Wasserstoffionenkonzentrationen an- 
gestellt. In dieser Versuchsserie wurde die Nahrfliissigkeit, auf welcher 
der Pilz geziichtet wurde, abgegossen und unter speziellen Bedingungen 
durch ein Puffergemisch ersetzt, welches nach P.S. L. Sérensen dar- 
gestellt wurde und aus einem Gemisch von Salzsiure, Natriumhydroxyd 
und Glykokoll bestand. 


Versuch 4. 


Nach viertagiger Kultivierung des Aspergillus niger auf gew6hnlichem 
Nahrmedium wurde diese Fliissigkeit abgegossen, das Mycel mit destilliertem 
Wasser gewaschen und in die Kolben je 50 ccm Pufferlésung hinzugefiigt ; 
nach 2 Tagen wurde in den Filtraten die Saccharasekraft untersucht. 














Pu PH | Saccharasekraft 
der zu Anfang des Versuchs | der Puffer nach 2 Tagen nach - es 
hinzugefiigten Puffer Beendigung des Versuchs nach 1 Std. nach 3 Std. 
8.9 7,4 67 190 
1,25 1,35 Spuren Spuren 


In einem anderen Falle wurde der Pilz auf Mineralsalzen gezogen, 
als kohlenstoff- und stickstoffhaltige Nahrung wurden je 1,5 g Pepton 
hinzugefiigt. Nach AbgieBen der Fliissigkeit wurden Pufferlésungen 
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hinzugefiigt und nach 2 Tagen wurde in den Filtraten die Saccharase- 
kraft bestimmt. 





PH D : 
der zu Anfang des Versuchs der Puffer nach 2 Tagen nach Saccharasekraft nach 2 Std. 


hinzugetigten Puffer Beendigung des Versuchs 
8,9 Tot 451,4 * 
1,25 1,35 Spuren 
5,5 (Wasser) 6,0 409 


* Die groBe Saccharasekraft im Vergleich zum ersten Teile des vierten Versuchs erklart 
sich durch die Bedingungen des Pilzwachstums auf Pepton. 


Hier hat sich ebenfalls die Regel vom Ubergang der Saccharase 
in die Lésung in nahezu neutralem Medium und von der vélligen 
Hemmung der Fermentausscheidung in einem stark sauren Medium 
bestatigt. i 

Aus diesen Beobachtungen ist zu ersehen: entweder eine Zunahme 
der Durchdringlichkeit des Protoplasmas unter dem Einflu8 der Ver- 
inderung der Aziditat des Mediums cder ein partielles Absterben der 
Mycelzellen?. 

Wenden wir uns nun der gut untersuchten Saccharase der Hefe zu, 
so sehen wir, daB die Saccharase aus den lebenden Zellen in die wiasserige 
Lésung nur nach Zerstérung der Protoplasmastruktur iibergeht, oder nach 
langsamem Absterben der Zellen bei der Autolyse, waihrend welcher die 
Menge der Saccharase sogar steigt im Vergleich zu der, in der lebende 
Zellen vorhanden waren. 

In unseren Versuchen nahm die Kurve der Saccharasekraft zu 
sowohl mit dem Anwachsen des Trockengewichts des Pilzes, als auch 
nachdem in dem Mycel autolytische Prozesse beobachtet wurden und 
das Gewicht desselben anfing, abzunehmen; das Anwachsen der Saccha- 
rase fand zu jener Zeit statt, wo die Saccharose vom Pilze giinzlich 
ausgenutzt worden war. Zur Aufklarung der Bedeutung des Nahr- 
substrats in der Frage der Saccharaseanhiufung stellten wir Versuche 
mit der Pilzentwicklung auf Pepton, als kohlenstoff- und stickstoff- 
haltigem Material, an. 


Versuch 5. 


Kultur Aspergillus niger in 50ccm Nahrfliissigkeit, welche auber 
Mineralsalzen 1,5 g Pepton Witte enthielt. Nach 2, 4, 8 usw. Tagen wurde 
das Filtrat mit den Waschwissern auf 50 ccm und py auf 5,2 gebracht und 
auf Saccharasekraft bei 52° wie in allen vorhergehenden Versuchen gepriift. 


1 Bridel und Ch. Aagaard (Compt. rend. 185, 147, 1927) haben ebenso 
eine Saccharaseausscheidung beim Stehenlassen des Pilzes auf destilliertem 
Wasser nach AbgieBen der Nahrlésung beobachtet. 
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Saccharasekraft im Filtrat, 
| | in mg gebildeten reduzierender 





Alter Pu Trockengewicht Zuckers ausgedriickt, bei = 5. 
des Pilzes in Tagen | der Kulturfliissigkeit | des Mycels in g und Py = 5,2 
nach 1 Std. nach 3 Std 
2 6,2 0,04 86 247 
| 
4 6,6 | 0,17 152 504 
8 7,2 0,22 218 528 
11 7,8 0,22 218 542 
14 8,0 0,22 203 641 


Hier wurde trotz der Abwesenheit von Saccharose eine Ferment- 
ausscheidung in merklichen Mengen schon bei zweitagigen Kulturen 
beobachtet, ungeachtet dessen, daB das Trockengewicht des Mycels 
nur 0,04 g betrug; die Saccharasekraft nahm zu bis zum achten Tage 
und verinderte sich dann nicht mehr nach 11 und 14 Tagen. Den Grund 
fiir diese Erscheinung sehen wir in der Wasserstoffionenkonzentration, 
welche sich auf der Kultur mit Pepton einstellt; py war sofort = 6,2 
und stieg bis auf 8,0; mit anderen Worten, wurde auf Pepton, als einem 
giinstigen Medium fiir die Saccharaseausscheidung, eine groBe Menge 
derselben sofort ausgeschieden, trotz der schwachen Entwicklung 
des Pilzes. Es lohnt sich, den Versuch 5 mit dem unter denselben Be- 
dingungen, nur auf Asparagin mit Saccharose angestellten Versuche | 
zu vergleichen und sich zu tiberzeugen, daB wir dort, trotz des 10- bis 
20mal gréBeren Mycelgewichts, keine so groBe Saccharasekraft vor 
uns haben, dafiir aber war dort pa= 2,2, und nur langsam, nach 
14 Tagen, erreichte dieselbe py = 6,2. Hieraus folgt deutlich 
die Bedeutung des Mediums fiir die Saccharaseausscheidung: py, 
nahezu neutral, erscheint am besten fiir das Austreten der Saccha- 
rase aus der Zelle, wahrscheinlich wegen der Anderung der Durch- 
dringlichkeit der lebenden Zellen. Aus dem Vergleich dieser Ver- 
suche ist zu ersehen, daB die Gegenwart oder Abwesenheit der 
Saccharose in der Nahrungsfliissigkeit viel weniger die Menge der 
ausgeschiedenen Saccharase beeinfluBt als das py in der Kultur- 
fliissigkeit. 


Im nachfolgenden Teile der Arbeit sind wir der Frage nach dem 
EinfluB des Nahrmediums auf die Saccharaseausscheidung naher 
getreten. Bekanntlich verhalten sich viele Organismen verschieden, 
je nachdem, ob wir denselben Saccharose oder deren Zerfallsprodukte 
verabreichen. Leuconostoc dextrinicus erzeugt Dextrosan aus Glucose 
nur dann, wenn ihm Saccharose, nicht aber invertierter Zucker, zur 
Verfiigung steht; hier ist die Glucose im Moment der Abspaltung 
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aus Saccharose! nétig. Kertesz? hat angegeben, daB die Saccharose 
nur in denjenigen Kulturen von Penicillium glaucum auftrat, welche 
Rohrzucker, nicht aber dessen Hydrolyseprodukte enthielten. Folgenden 
Versuch stellten wir zum Vergleich der Saccharose, des Gemisches von 
reinen Glucose- und Fructosepraparaten und der Saccharose an, welche 
durch Saure invertiert und nach der Inversion durch Natriumhydroxyd 
neutralisiert worden ist. 
Versuch 6. 

Entwicklung von Aspergillus niger auf 50cem Mineralsalzlésung, 
zu der als Stickstoffquelle je 0,11 g Harnstoff und als Kohlenstoffquelle 
Saccharose oder ein Gemisch von Glucose und Fructose oder Saccharose 
nach Inversion hinzugefiigt wurden. Es wurden 2g Kohlehydrate hinzu- 
gegeben. Das Filtrat wurde auf py bis 5,2 gebracht und bei 52° auf Saccharase- 
kraft gepriift. 








, Pilzalter Saccharasekraft 
Kohlenbydratquelle : 
o 4 in Tagen |, naeh 1 Std.| nach 3 Std. 
2g Saccharose .. . see ee 4 106 355 
2g Gemisch Glucose + Fractoee ... . . 4 74 236 
2g Saccharose . . Saar Aes 6 | 400 894 
2g Gemisch Glucose - Fructose SARE eee 6 | 100 473 
In einer anderen Versuchsserie wurde erzielt: 
2g Saccharose . 8 | 620 806 
2g hydrolysierten Zuckers n. d. Neutralisation 8 | 184 387 


Aus dem Versuch ist zu ersehen, da die Saccharose eine bedeutend 
gréBere Saccharaseausscheidung im Vergleich zu einem Gemisch aus 
Glucose und Fructose ergab. Des weiteren erwiesen sich von besonderem 
Interesse die Beobachtungen iiber eine groBe Saccharaseausscheidung 
aus dem auf Inulin aufgewachsenen Pilze. In diesem Falle wurde sogar 
mehr Saccharase ausgeschieden als bei der Kultur auf Rohrzucker. 
In einem Versuche wurde, nach viertagigem Wachsen von Aspergillus 
niger, gefunden, daB die Saccharasemenge im Filtrat von der Kohle- 
hydratquelle abhangig ist. 


Wir fiihren noch einen Auszug aus einem Versuche an, wo als Kohlen- 
stoffquelle Inulin und Fructose verglichen wurden. 





Kohlenhydratquelle Saccharasekraft nach 1/, Std. 


re eee 800 
Saccharose .:.... 346 
i ee era 205 


1 M. Schoen, Le probléme des fermentations. Paris 1928. Unlangst 
hat R. Cohn (Zeitschr. f. phys. Chem. 168, 92, 1927) gezeigt, daB dieser 
Pilz die Saccharose schneller als invertierten Zucker oder ein Gemisch aus 
Glucose und Fructose vergairen muB. 

2? Z. J. Kertesz, Fermentforsch. 9, 300, 1927. 
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Versuch 7. 


In eine gewohnliche Nahrlésung wurden als Kohlenstoffquelle in einige, 
Fallen 2 g Inulin, in anderen 2 g Fructose und iiberall je 0,22 g Harnsto/i 
hinzugegeben; Kultur Aspergillus niger, 2 und 4 Tage bei 35°. Das Filtrat 
wurde auf pq = 5,2 gebracht und bei 52° auf Saccharasekraft gepriiit. 








Koblenhydratquelle der Plissocht Fy en pepe yup 
in Tagen oe myer Cl nach 1 Std nach 3 Std 
Inulin. 4 0,35 464 876 
Fructose 4 0,35 156 492 
Inulin . 8 0,28 501 923 
Fructose 8 0,29 163 506 


Aus den vergleichenden Daten ist zu ersehen, daB die Fructose 
die Saccharaseausscheidung aus dem Pilzmycel besonders ungiinstig 
beeinfluBt. 


Gegenwirtig unterscheiden wir nach der Arbeit von Kuhn! zweierlei 
Arten von Saccharase: die bei Fructosezugabe auftretende Fructo- 
saccharase der Hefe und die bei a-Glucosezugabe auftretende Gluco- 
saccharase (bei Aspergillus oryzae und wahrscheinlich auch bei anderen 
Aspergillaceen). Die Erklarung fiir diese Beobachtung ist in dem von 
Michaelis? vertretenen Satze zu suchen, daB sich das Ferment zuerst 
mit dem zu spaltenden Stoffe verbindet. So verbindet sich die Saccharase 
in einem Falle mit dem Fructoserest, im anderen Falle mit dem Glucose- 
rest jener Saccharose, auf welche sie einwirkt. In unseren Versuchen 
mit Fructose allein oder mit einem Gemisch von Glucose und Fructose 
fanden wir eine bedeutende Abnahme der Saccharaseausscheidung im 
Vergleich zur Kultur auf Rohrzucker. Besondere Aufmerksamkeit 
verdient die Tatsache, daB die Saccharase bei der Kultur auf Inulin 
sich stets sogar noch starker als bei derjenigen auf Saccharose erwies. 


Nach den Angaben von J. Boselli* geht bei der Zucht des Aspergillus 
niger auf einer Inulinlésung das Ferment Inulase in die Kulturfliissigkeit 
iiber, welches das Inulin bis zur Fructose spaltet; der Ubergang der Inulase 
in das Filtrat findet statt dank der Zunahme der Durchdringbarkeit der 
Zelle; es erweist sich, daB die Zunahme leichter als die Saccharase aus den 
Zellen diffundiert. Aber diejenigen Pilze, welche Inulase enthalten, besitzen, 
wie es sich erweist, auch eine groBe Saccharosespaltungskraft. Diese: 
Parallelismus im Gehalt an beiden Fermenten gab Pringsheim und Cohn! 
Veranlassung zu der Annahme, da8 beide Fermente vielleicht gleichwertig 


1 R. Kuhn, Zeitschr. f. phys. Chem. 129, 57, 1923; 168, 1, 1927; 
H. v. Euler, ebendaselbst 166, 294, 1927; R. Weidenhagen, Zeitschr. d. Ver. 
deutsch. Zuckerind. 1928, 8S. 406. 

2 Michaelis, diese Zeitschr. 60, 62, 79, 1914. 

3 J. Boselli, Ann. l’Inst. Past. 25, 695, 1911. 

4 H. Pringsheim und G. Cohn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 80, 1924. 
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sind. Diese Autoren fanden jedoch, daB die gut wirkende Invertase kein 
Inulin spaltet; ebenso ist gut bekannt, daB die Hefe, welche eine starke 
Saccharase besitzt, trotzdem das Inulin nicht ausnutzt; nach den Aufgaben 
von Pringsheim und Cohn werden die das Inulin begleitenden reduzierenden 
Produkte bis in Fructose gespalten. Aus diesen Daten, wie auch aus denen 
von Pringsheim und Perewosky!, welche gezeigt haben, da®B der nicht nur 
auf Saccharose, sondern auch auf Inulin kultivierte Aspergillus niger eine 
starke Saccharase liefert, folgt, daB die Saccharase als ein Ferment zu be- 
trachten ist, das in das System des komplizierteren Ferments, der Inulase, 
gehort. 

Betrachten wir aber die Bedeutung der Zuckerarten fiir die Saccha- 
raseausscheidung des Pilzes, so diirfen wir nicht auBer acht lassen, 
daB dieselben unter gleichen sonstigen Bedingungen ungleiche Mengen 
organischer Sauren produzieren. Die Literatur iiber die Citronensaure- 
bildung mittels Aspergillus niger gibt uns eine Reihe von Hinweisen?. 
In Anbetracht dessen fiihren wir von unseren Versuchen noch zwei 
Beispiele an, bei denen neben der Saccharaseausscheidung auch die 
Aziditat des Mediums von uns bestimmt wurde. 


Versuch 8. 


Aspergillus niger wurde unter verschiedenen Bedingungen der Kohle- 
hydratnahrung geziichtet ; es wurden je 2 g Inulin, Saccharose oder Fructose, 
und als Stickstoffquelle je 0,15 g Ammoniumnitrat zu 50 ccm der Mineral- 
salznahrlésung hinzugegeben. Das Filtrat wurde auf 50 ccm gebracht 
und in gewéhnlicher Weise die Saccharase bestimmt. Zweitigige Pilz- 
kultur bei 35°. 








der Saccharasekraft 
Kohlenstoffquelle a a 
Kulturfidesigkeit|ooch 1 Std. | nach 3 Std. 
ee a eg ee 3,0 331 833 
Se A RD ais Same te 2.8 219 677 
Ea peas iat dares sara ds air an ae 8,2 74 174 


In diesem Falle wurde bei verhaltnismaBig kleiner Schwankung des py 
ein bedeutender Unterschied in der Saccharaseausscheidung je nach der 
Kohlenstoffquelle erreicht. 

In einem anderen Falle wurde bei der Kultivierung des Pilzes die 
gleiche Kohlenstoffquelle, jedoch als Stickstoffquelle Harnstoff (zu 
je 0,11 g) angewandt. Nach 4 Tagen beobachteten wir in den einzelnen 
Kolben verschiedene Aziditat und im Zusammenhang damit eine ver- 
schiedene Saccharaseausscheidung. 


1 H. Pringsheim und Rahel Perewosky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 153, 
138, 1926. 
2 S. Kostyischew und Tschesnokow, Planta 1928. 
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der Saccharasekraft 





Koblenstoffquelle ae 
Kultuciiosighslt nach 1 Std. nach 3 Std 
Inulin 6,6 604 977 
Saccharose ; 2,2 175 279 
POs acer. 5,9 206 770 


Aus den angefiihrten Beispielen dieses Versuches ist zu ersehen, 
daB auf die Saccharaseausscheidung sowohl die Zuckerquelle (erstes 
Beispiel) als auch die Aziditat des Mediums (zweites Beispiel) Einfluss 
ausiiben; die Veranderung der Aziditét der Kultur auf Saccharose 
auf py = 2,2 rief eine Abnahme der Saccharaseausscheidung, selbst 
im Vergleich zur Kultur auf Fructose, hervor, obgleich wir in allen 
Fallen eine Abnahme der Saccharase in den Kulturen der Richtung 
von Inulin zur Saccharase und weiter zur Fructose beobachteten. 

Die Bedeutung des py des Mediums ist sehr groB fiir die Frage 
der Saccharaseausscheidung; hier haben wir ein Bild von dem Einflu8 
der Aziditat auf den Grad der Permeabilitat des Protoplasmas vor uns, 
welche den Fermentaustritt aus der Zelle begiinstigt. 

Wir fiihren noch ein Beispiel an, aus dem der Zusammenhang 
zwischen der Fermentausscheidung und der Aziditaét des Mediums zu 
ersehen ist. Fiir die Pilzzucht wahlten wir zwecks Vergleichung die 
Polysaccharide Inulin, Glucogen und Starke bei einer Stickstoffquelle 
von Ammonivmnitrat (0,15 g). 


Versuch 9. 


Kultur von Aspergillus niger auf 25 ccm Mineralsalzlésung mit 0,075 g 
NH,NO,, unter Zugabe von je 1 g Inulin, Glykogen oder léslicher Starke. 
Entwicklungstemperatur 35°. Das Wachsen des Pilzes verlief auf allen 
Kohlehydratquellen annahernd gleichartig. 





Trockens } Saccharasekraft 





Kohlehydratquelle hig onal der ‘Kulture Pg me ied 
fliissigkeit in g nach 1 Std. | nach 3 Std. 
— = = = —— ae — — — — = — — ST = 
Inulin . 3 6,2 0,27 578 970 
Glykogen . 3 2,2 0,30 66 108 
Starke... 3 1,8 0,20 55 68 
Inulin . . a ke 6 6,6 0,30 ee} CA 
Glykogen. ... . 6 2,6 0,35 | 7 80 
CUNO se. 6 2,2 0,22 68 | 72 


Der schroffe Unterschied zwischen der Saccharaseausscheidung 
bei der Kultur auf Inulin und den anderen Polysacchariden haingt vom 
pu der Umgebung ab; das nahezu neutrale Medium ergab groBe Mengen 
von Saccharase. Als wir bei der Kultur von Aspergillus niger auf 
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Asparagin als Stickstoffquelle bei Inulin und Starke gleiches py (6,8 
bis 6,9) erzielten, war in der Saccharasekraft schon kein so groBer Unter- 
schied mehr vorhanden. 





Trockens 


; Kult icht Saccharasekraft 
Se a — A Pe a Py ence 
in g nach 1 Std. nach 3 Std. 

SRE ae ear 10 6,9 0,15 902 914 

ea 10 6,8 0,14 490 787 

ie aaa 10 | 68 0.16 529 796 


Das gleichwertige py bei andauernder Kultivierung erméglichte 
den einzelnen Polysacchariden, ihren EinfluB auf die Ferment- 
ausscheidung voll zur Geltung zu bringen. 

Summieren wir nun die Erscheinungen der Saccharaseausscheidung 
aus den Mycelzellen des Aspergillus niger, so miissen wir gestehen, dai 
sich die Saccharase aus den Zellen sogar in dem Falle ausscheidet, 
wenn in der Umgebung keine Verbindungen vorhanden sind, welche 
dieselbe zu spalten imstande sind. In den beschriebenen Versuchen 
wurde der Pilz auf Glykogen und Starke geziichtet und im Versuch 5 
auf Pepton, und trotzdem wurde Saccharase ausgeschieden, und 
zwar in um so gréBerer Menge, je neutraler die Umgebung war. 
Diese Tatsache ist mit den Beobachtungen Fernbachs iiber eine gréBere 
Saccharaseausscheidung in die umgebende Fliissigkeit, nachdem bereits 
die ganze Saccharose verbraucht worden war, in Zusammenhang zu 
bringen. Zweifellos erscheint der ProzeB der Saccharoseausscheidung 
kompliziert. Wir miissen annehmen, daf die Saccharaseausscheidung 
wahrend des Pilzwachstums mit der Anderung der Durchdringbarkeit 
des Protoplasmas bei bestimmter Wasserstoffionenkonzentration 
(nahezu neutral) verbunden ist. Hier findet der Austritt der Saccharase 
aus der lebenden Zelle statt ; von Anfang an, sobald dem Pilze Saccharose 
verabfolgt wird, beobachten wir die Inversion des Zuckers in der Nahr- 
fliissigkeit; nach unserer Meinung findet die Saccharaseinversion 
nicht innerhalb der Zelle, sondern an der Oberflache des Protoplasmas 
statt!; sonst waren diejenigen Versuche, in denen in der ersten Zeit nach 
der Inversion der Saccharose durch das Ferment viel gréBere Mengen 
Glucose im Vergleich zu Fructose, welche vom Pilze offenbar zuerst 
verbraucht wird, vorgefunden, nicht zu erklaren. Die Ausscheidung der 


1 Nicolai N. Iwanoff (diese Zeitschr. 162, 425, 1925; 181, 1, 1927) 
hat gezeigt, daB bei der Spaltung des Arginins durch Schimmelpilze der 
gesamte gebildete Harnstoff nicht innerhalb der Zelle, sondern in der um- 
gebenden Lésung sich befindet; das berechtigt uns, auch hier von einer 
Spaltung zu reden, die an der Oberflache der Protoplasmamembran ver- 
lauft. 
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Pilzfermente in das Medium findet tiberhaupt statt, weil solehe Poly 
saccharide, wie Inulin, Glykogen und Starke, nicht in die Zelle ohne 
vorausgehende Spaltung einzudringen fahig sind. Zugleich mit der 
Saccharaseausscheidung aus dem wachsenden Pilze beobachten wir deren 
Ausscheidung bei der Autolyse der Zellen zu einer Zeit, wo das Wachs. 
tum des Pilzes stehenbleibt und dann eine Gewichtsabnahme statt- 
findet. Diese Saccharaseausscheidung aus Aspergillus niger muB dem 
Vorgang gleichgestellt werden, welcher die Anhaufung der Saccharase 
bei langsamer Autolyse (Selbstgarung) der Hefe, nach den Beobach. 
tungen der Schule Willstdtters! hervorruft. Die Pilze, welche imstande 
sind, die Aziditat des Mediums zu verandern, benutzen diese Eigenschaft 
zweifellos, um diese oder jene Fermente zur Ausscheidung zu bringen 
Das Studium des Einflusses des Mediums auf die Saccharaseausscheidung 
welches mit Fernbach begonnen hat, muB weiterhin auf eine Reihe 
neuer Organismen erstreckt werden. 


Zusammenfassend kommen wir zu folgenden Schliissen: 


1. Die Saccharaseausscheidung aus den Zellen von Aspergillus 
niger hangt von der Wasserstoffionenkonzentration des Mediums ab. 
Diese Ausscheidung ist in saurem Medium sehr gering und nimmt zu, 
je mehr dasselbe sich dem neutralen Zustand nahert. 

2. Die Saccharaseausscheidung findet statt sowohl als Folge des 
Wachstums des Pilzes, als auch in noch héherem Grade als Resultat 
autolytischer Prozesse im Pilze, welche zu einer Verminderung des 
Mycelgewichts fiihren. 

3. Die kiinstliche Veranderung des Mediums, auf welchem der 
Pilz wachst, wird entweder von einer erhéhten Saccharaseausscheidung, 
im Falle einer Zugabe von CaCQ,, oder einer verminderten, im Falle 
einer Zugabe von Oxalsaure, begleitet. 

4. Die Saccharase scheidet sich aus den Zellen auch dann aus, 
wenn der Pilz sich auf Pepton, Starke oder Glykogen entwickelt hat; 
sie erreicht aber eine besondere Starke, wenn der Pilz auf Saccharose 
und Inulin kultiviert wird. 

5. Ein Gemisch von Glucose und Fructose oder invertierter Zucker, 
welche als Nahrmaterial verwandt werden, rufen eine viel geringere 
Ausscheidung der Saccharase hervor, als Saccharose und Inulin. 

6. Die Zusammenstellung der erwahnten Tatsachen fiihrt not- 
wendigerweise zu der Annahme, daB die Saccharosespaltung an der 
Oberfliche des Protoplasmas der Mycelzellen stattfindet. 


1 R. Willstdtter und Lowry, Zeitschr. f. physiol. Chem. 150, 287, 1925. 
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Uber die Stickstoffausscheidung der Hefe wahrend der Girung. 


Von 


Nicolai N. Iwanoff und F. A, Krupkina. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenphysiologie und -Chemie der Universitit 
in Leningrad.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1929.) 


Dem Physiologen fallt es verhaltnismaBig nicht schwer, den Stick- 
stoffaustausch bei héheren Tieren zu beobachten. Hier kann man ganz 
genau alle Formendes sowohl mit der Nahrung eingefiihrten, als auch aus 
dem Organismus ausgeschiedenen Stickstoffs in Betracht ziehen. 
Diese Methode kann zur Bestimmung der Stickstoffverluste auch in 
dem Falle angewandt werden, wenn dem Versuchstier jegliche stick- 
stoffhaltige Nahrung vollstandig entzogen wird. In diesem Falle ist es 
gelungen, festzustellen, daB das Tier selbst wahrend des vdélligen 
Hungerns als Abfall stets eine bestimmte Stickstoffmenge ausscheidet 
(teilweise auch in Form von Purinen und Harnsaure). 

Viel schwieriger ist es, dasselbe Problem am Pflanzenorganismus 
zu untersuchen. Wir wissen, wie behutsam die Pflanze (insbesondere die 
autotrophe) mit dem gebundenen Stickstoff umgeht und denselben 
als Abfall weder in Form von molekularem Stickstoff noch*in Form 
von Ammoniak ausscheidet; nur in betreff des Alkaloidstickstoffs hat 
sich gegenwartig die Ansicht durchgesetzt, daB derselbe als Vorrats-, 
wie auch als Abfallsprodukt betrachtet werden kann; dieses folgt aus 
einer Reihe interessanter Arbeiten von Sabalitschka! und von Mothes? 
iiber das Nicotin der Tabaksblatter. 

In einer etwas anderen Lage befinden sich die Saprophyten und 
die Hefe, welche unter natiirlichen oder unter Versuchsbedingungen 
iiberfliissige Stickstoffnahrung erhalten. 





1 Th. Sabalitschka und M.W. Zaner, Tschirch-Festschrift 1928; 
Th. Sabalitschka, Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 38, 253, 1923. 
2 K. Mothes, Plarta 5, 563, 1928. 
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In der Literatur ist manchmal die Frage nach den Stickstoffabfa}).» 
bei diesen Pflanzen aufgetaucht. Wenigstens beziiglich der Hefe hat 
Ad. Mayer! schon 1869 die Vermutung ausgesprochen, da8 die auf Zucker 
girende Hefe stickstoffhaltige Substanzen (Exkremente) ausscheidet, cic 
als stickstoffhaltiges Nahrmaterial nicht mehr utilisiert werden kénnen. 
Mayers Ansicht fuBte sowohl auf eigenen als auch auf alten Versuchen von 
Thenard*, Pasteur*, Liebig* u. a., welche die Ausscheidung von Sticksto/f 
aus der auf Zucker garenden Hefe beobachtet haben; die beiden letzten 
Autoren haben ebenso festgestellt, daB der Extrakt aus gegorener Hefe, 
frei von Alkohol und Kohlendioxyd, zu einer neuen Gaérung weniger tauglich 
erscheint als der Extrakt aus ungegorener Hefe, obgleich in demselben 
weniger Stickstoff enthalten ist. Dieses Problem iiber die Hefeexkremente 
wurde spater von einer Reihe Forscher untersucht. L.A. Iwanoff® ver 
suchte zu zeigen, daB die Hefe wahrend der Garung iiberhaupt ihren 
EiweiBstoff nicht spaltet. Pringsheim® untersuchte die Stickstoffumwand hung 
wahrend der Gaérung in einem Zucker und Ammoniumsalze enthaltenden 
Medium und fand, daB der Verbrauch des Ammoniakstickstoffs aus der 
Lésung bedeutend die Menge des von der Hefe angehauften Stickstoffs 
iiberwiegt. .M. Rubner’ stellte in seiner groBen Untersuchung den Stick- 
stoffverlust der Hefe im stickstofffreien Medium der Eiwei®umwandlung 
bei hohen Tieren parallel. Rubner bemerkte, daB der Stickstoffverlust 
wihrend der Gaérung mit dem LebensprozeB verbunden ist; nach den 
Angaben des Autors nimmt die Garungskraft der Hefe, je nach der Stick- 
stoffabnahme, in der Zelle ab*. Vor 10 Jahren hat Nicolai N. Iwano//* 
diese Frage ausfiihrlich untersucht und ist zu dem bestimmten Schlui 
gelangt, daB wahrend der Garung auf Zucker eine EiweiSspaltung statt- 
findet, daB aber zugleich der Proze8 der freien Bindung des Zuckers mit 
stickstoffhaltigen Substanzen verlauft; die Bildung dieser synthetischen 
Produkte, welche auBerdem wie die EiweiBstoffe, durch Kupferhydroxyd 
gefallt werden, fiihrte die friiheren Forscher zu Irrtiimern, als sie die Ver- 
anderungen im Eiwei®stoff der Hefe vor und nach der Garung untersuchten. 


Das Auftreten des Stickstoffs in der gérenden Fliissigkeit in dem Falle, 
wo in das Medium eine groBe Menge Hefe eingefiihrt wird, la8t sich nicht 
als Hinweis auf den Stickstoffverlust bei der Garung betrachten, weil es, 
wie dieses N. N. Iwanojf (l.c.) bemerkte, hier unméglich ist, die Eiweib- 
zerfallsprodukte der absterbenden Zellen von dem als Resultat der Lebens- 
taitigkeit der Hefe ausgeschiedenen Stickstoff zu trennen. In letzter Zeit 


1 Ad, Mayer, Untersuchungen iiber die alkoholische Garung, den 
Stoffbedarf und Stoffwechsel der Hefepflanze. Heidelberg 1869. 

2 Thenard, Ann. de chim. 46, 294, 1803. 

3 Pasteur, ebendaselbst 58, 407, 1860. 

4 Liebig, Ann. d. Chem. u. Pharm. 153, 1, 1870. 

5 L. A. Iwanoff. Peterburg, 1905 (russisch). 

* H. Pringsheim, diese Zeitschr. 3, 121, 1907. 

7 Max Rubner, Die Ernahrungsphysiologie der Hefezelle bei alkoholi- 
scher Gaérung. Leipzig 1913. 

8’ Einwande gegen die von. Rubner ausgesprochenen Ansichten sind von 
E. Buchner (Ber. d. D. chem. Ges. 47, 853, 1914) angestellt worden ; derse! be 
erklarte die Resultate vieler Versuche des Autors dadurch, daB derse!be 
die Gegenwart von Coenzym in der Hefe nicht in Betracht gezogen hatte. 

* N.N.Iwanof}. Petrograd, 1919 (russisch). Diese Zeitschr. 120, 25, 1921. 
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hat Huler und seine Schule neue Tatsachen und Ansichten zur Lésung 
dieser Frage aufgefiihrt. Euler und Sandberg’ haben den Gedanken aus- 
gesprochen, daB das Verhaltnis zwischen der EiweiBsynthese und dem 
EiweiBzerfall bei der Garung nicht konstant ist; dieses Verhaltnis hangt 
von der Zusammensetzung des Nahrmediums und vom Alter der Hefe, 
von der Vermehrungsfahigkeit derselben und von der Garungsdauer ab. 
Die Autoren beobachteten eine kurzdauernde Garung in Gegenwart von 
Pepton und Nahrsalzen und fanden, daB in der Hefe der Stickstoff auf 
Kosten des in der gérenden Fliissigkeit abnehmenden gesamten, wie auch 
van Slykeschen Stickstoffs zunimmt. Diese Versuche wurden durch Euler 
und Fink? bedeutend erweitert ; zur Nahrung der Hefe wahrend der Garung 
wurden Aminoséuren, Alanin oder Glykokoll gepriift; tiberall wurde eine 
Stickstoffzunahme in der Hefe auf Kosten dieser Aminoséuren und eine 
Vermehrung der Zellenmenge um 49,5°, festgestellt; auBerdem kon- 
statierten die Autoren bei der Girung auf 3°, Glucose ohne Stickstoff eine 
Ausscheidung von bis 5° Stickstoff aus der Hefe ; als sehr wichtiger Moment 
im Stickstoffwechsel erschien die Beobachtung der Autoren, daB nach 
48stiindiger Garung in der Hefe weniger Stickstoff in Form von zyklischen 
Verbindungen (eventuell Tryptophan) als vor der Gérung enthalten war. 
Diese Versuche erlaubten den Autoren, die in héchstem Grade frucht- 
bringende Hypothese zu formulieren, daB der EiweiBstoff der Hefe wie auch 
iiberhaupt der lebenden Zellen, keine konstante Zusammensetzung besitzt, 
sondern dieselbe je nach dem physiologischen Zustande und dem Alter 
der Zellen andert. Diese Eulersche Hypothese kann eine weitere Giiltig- 
keit in der Physiologie haben und manches inder Frage der EiweiBumwandlung 
im Organismus der Pflanze und des Tieres erklaren. Die Angaben Eulers 
und seiner Schule erscheinen als ein Fortschritt in der Frage iiber die 
Stickstoffumwandlung in der Hefe wahrend der Garung. 


Zu diesem Arbeitskreise gehéren auch die alteren Mitteilungen von 
Neuberg und Sandberg*, sowie Zeller*, welcher beobachtet hat, da®B Amino- 
und Diaminosaéuren bei Zugabe zur gérenden Fliissigkeit die Géarungs- 
energie um 33 bis 100°, erhéhen; zweifellos begimstigte hier das Stickstoff- 
material die Vermehrung der Zellenmenge. 


Alle erwihnten Arbeiten ergaben eine Reihe neuer Tatsachen, 
aber die Frage selbst nach dem Zerfall und der Ausscheidung des EiweiB- 
stoffes aus den Hefezellen kann nicht als endgiiltig gelést angesehen 
werden. Aber nach der ausgefiihrten groBen Arbeit besteht kein Zweifel 
mehr dariiber, da8 wahrend der Girung auf reinem Zucker der Stick- 
stoff in die girende Fliissigkeit ausgeschieden wird, und dennoch blieb 
die Frage unaufgeklart, in welchem MaBe dieses Auftreten des Stickstoffs 
mit dem Garungsproze8 selbst und nicht mit dem Absterben der Hefe- 
zellen zusammenhingt. Zur Lésung dieses Problems war eine Reihe 
technischer Schwierigkeiten zu tiberwinden. Nach unserer Meinung 
war vor allem anderen nétig, mit reinen Hefekulturen zu arbeiten. 


1 H. Euler und H. Sandberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 146, 290, 1925. 
2? H. Euler und H. Fink, ebendaselbst 157, 222, 1926. 

3 C. Neuberg und M. Sandberg, diese Zeitschr. 109, 290, 1920. 

4 H. Zeller, ebendaselbst 176, 134, 1926. 
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Bei der Lésung bicchemischer Fragen ist die Anwesenheit frem. 
artiger Organismen in der beim Garen zu priifenden Hefe zu vermeide: 
in der Literatur finden wir schon entsprechende Warnungen vor’: 
aus diesem Grunde wurde alles von uns untersuchte Material, wie Kultur. 
bierhefe (Sacchar. cerevisiae), wilde Hefe (Sacch. Pastorianus, sacc)i. 
apiculatus u. a.) in reiner Kultur dargestellt. 


Als ein anderes wichtiges Moment unserer Arbeit erschien dic 
Notwendigkeit, bei kurzdauernden Garungsversuchen die Gesamt- 
menge der Zellen in der Thomasschen Kamera vor und nach der Garung 
in Betracht zu ziehen, wie auch das Zahlen der lebenden Zellen nach der 
Zahl der auf Gelatineplatten gewachsenen Kolonien — Malzextrakt in 
Petrischalen. 

Die Arbeitsmethodik. Die Hefe wurde auf sterilisiertem Biermalz- 
extrakt, welcher durch Sieden mit EiweiB vom Triiben befreit, geziichtet. 
Die Impfung wurde mit reiner Hefekultur in 900 bis 1000 cem Malzextrakt 
angestellt; die Kultur blieb im Thermostaten bei 25 bis 27° C wihrend 
7 bis 9 Tagen. Dann wurde der Malzextrakt vorsichtig durch Dekantieren 
abgegossen, um die am Boden sitzende Hefe nicht aufzuriihren; die Hefe 
wurde dann mit sterilisiertem Wasser gewaschen, welches nach dem 
Absetzen der gewaschenen Hefe ebenso dekantiert wurde. Darnach 
wurde die nétige Menge sterilisiertes Wasser hinzugefiigt, die Hefe 
sorgfaltig geschiittelt und unter schnellem Umriihren wurden Proben 
zu 19ccm mittels einer pterilen Pipette entnommen, gewogen und in 
sterite Erlenmeyersche Kolben versetzt und eine Zuckerlésung oder 
Wasser hinzugefiigt. Die Kolben wurden mittels durch eine Flamme 
gestreifter Stopfen, Meisslscher Ventile und Bunsenscher Verschliisse 
geschlossen. Auf gewéhnliche Weise wurde nach der Kohlensiure- 
abnahme die Menge des vergorenen Zuckers bestimmt. Die Garung fand 
im Thermostaten bei 25 bis 27° C statt. Die Stickstoffumwandlung in 
der Hefe wurde auf zweierlei Art bestimmt: der Stickstoff des Eiweii- 
stoffes wurde in der Hefe vor und nach der Girung nach Fillung mittels 
Bleiacetats oder Uranacetats, wie auch im Filtrat von diesem Nieder- 
schlag bestimmt; auf diese Weise war es gelungen, die Eiweifstoff- 
spaltung in der Hefe zu konstatieren; ein anderes Verfahren bestand 
in der Bestimmung des aus den Zellen sich wahrend der Garung aus- 
scheidenden Stickstoffs; zu diesem Zwecke wurden die Hefeportionen 
vor und nach der Garung auf der elektrischen Zentrifuge zentrifugiert ; 
nach der Abnahme des Stickstoffs im Niederschlag und nach dessen 
Zunahme im Filtrat wurde iiber die Ausscheidung des Stickstoffs aus 
der Zelle geurteilt. 


1 C. B. van Niel und F. Visser t' Hooft, Ber. d. D. chem. Ges. 58, 1606, 
1925. 
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Da man mit geringen Mengen Hefe zu tun hatte, so wurden alle 
Analysen auf Stickstoff nach Pregl nach dem Mikro-Kjeldahl -Ver- 
fahren ausgefihrt. 

Zuerst haben wir gezeigt, daB selbst in kurzdauernden Garungs- 
versuchen (24 bis 48 Stunden) auf Glucose ein Zerfall des Eiweibstoffs 
und ein Ausscheiden des Stickstoffs aus der Zelle bis 3,47 bis 4,35 °, 
zu konstatieren ist. 

Versuch 1. 

Eine Reinkultur von untergaériger Bierhefe (Saccharomyces cerevisiae) 
wurde wahrend 6 Tagen in einem Liter sterilisierten und geklirten Malz- 
extrakts geziichtet; danach wurde der Extrakt abgegossen, 50 cem 5°%iger 
sterilisierter Glucoselésung hinzugefiigt und nach sorgfaltigem Umriihren 
mittels einer sterilen Pipette Proben zu je 10ccem entnommen; etliche 
Proben wurden sofort analysiert, und andere wurden durch Stopfen mit 
Meisslschen Ventilen geschlossen und in den Thermostaten bei 25° versetzt. 
Die Analyse wurde nach 48 Stunden ausgefiihrt, wo es sich erwies, da8 nur 
ein Teil der Glucose, 1,4 g, vergoren wurde. Stickstoff wurde im Nieder- 
schlag und im Filtrat bestimmt, sowohl nach der Fallung mit basischem 
Bleiacetat als auch nach dem Zentrifugieren. 

Weiter werden Zahlen angefiihrt, welche das Mittel von zwei parallelen 
Ansatzen darstellen. 





 Stickstoftmenge in mg 








Behandjung der Portionen Vor der Garung Nach der Girung este 
' a —_ 
|, Niederschlag Filtrat Niederschlag Filtrat | Fy 
Gefallt mit Bleiacetat . 10,37 1,92 10,01 2,41 8,47 
Zentrifugiert. . .. . 9,65 2,85 9,23 8,26 4,35 


Das Ansteigen des Stickstoffs im Filtrat wird in beiden angefiihrten 
Fallen beobachtet. 

Bei der Wiederholung dieses Versuchs mit verminderter Girungs- 
zeit von 24 Stunden wurde ein EiweifSstoffzerfall, nach Fallung mittels 
Bleiacetat, von 1,63°, und eine Ausscheidung von Stickstoff aus der 
Hefezelle von 1,66°,, beobachtet. 

Es ist zu vermerken, daB die absoluten Zahlen des Zerfalls nicht 
bedeutend sind, dieselben tibertreffen nicht 0,5 mg, und der Fehler des 
Mikroverfahrens unter unseren Bedingungen iiberstieg nicht 0,03 mg, 
d.h. die von uns erzielten Resultate kénnen keinen Zweifel erwecken. 

In dem erwahnten Versuch befand sich vor Anfang der Garung 
eine bedeutende Menge Stickstoff auBerhalb der Hefezelle; dieses er- 
klart sich durch den Umstand, daB es ziemlich schwer ist, quantitativ 
die Hefe vom Malzextrakt, auf welchem dieselbe aufgewachsen, zu 
trennen; daher wurde in den folgenden Versuchen nach AbgieBen des 
Malzextrakts durch Dekantieren die Hefe mit Wasser oder mit Zucker- 
lésung gewaschen. 


17* 
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Versuch 2. 


Die Wiederholung des vorhergehenden; nur wurde die Hefe, nach 
Dekantierung des Malzextrakts, mit Glucoselésung gewaschen, dann mit 
50cem 5% iger Glucose geschiittelt und zum Versuch benutzt. Nach 
48 Stunden, als 1,5g Glucose vergoren waren, wurden folgende Daten 
erzielt. 





Menge des Stickstoffs in mg 








Behandlung der Portionen ge der Garung Nach der Garung Zeriell 
Niederschlag Filtrat Niederschlag Filtrat 0), 

Gefallt mit Bleiacetat . 12,46 0,43 12,31 0,65 1,20 

Zentrifugiert. . . . . 12,31 0,64 12,16 0,82 1,22 


Derselbe Versuch mit der Kultur von Sacch. apiculatus ergab in 
der zentrifugierten Hefe vor der Garung 2,44 mg Stickstoff und nach 
der Gairung 2,03 mg. Im ersten Falle war im Filtrat kein Stickstoff 
und im zweiten nach der Garung waren daselbst 0,41 mg N enthalten. 


Der Versuch mit der Kultur von Willia anomalia ergab ahnliche 
Resultate: in der Hefe waren vor der Garung 8,06 mg und nach der 
Garung 7,78 mg enthalten. 


In der Folge wurde von uns nicht nur an kultivierter, sondern auch 
an einer Reihe wilder Hefen regelmaBig sowohl Eiweibzerfall in der 
Hefe, als auch Stickstoffausscheidung aus der Zelle wahrend der Garung 
konstatiert. 


Weiter muBte die Grundfrage nach der Entstehung des in der 
garenden Fliissigkeit auftretenden Stickstoffs beantwortet werden. 
Bisher war es schwer, diesen Stickstoff auf seine Herkunft zu unter- 
suchen, stets konnte man annehmen, da’ das Auftreten dieses Stick- 
stoffs mit dem Absterben einzelner Hefezellen verbunden ist. Daher 
unternahmen wir die Feststellung sowohl der gesamten Zellenmenge, 
als auch der Menge der lebenden Zellen vor und nach der Garung. 
Die Zellenzahl wurde durch Zahlung in der Thomasschen Kamera 
bestimmt; zu diesem Zwecke wurde 1 ccm Suspension, welche zur Ana- 
lyse angewandt wird, entnommen, mit Wasser bis zu 100 oder 500 ecm 
verdiinnt, zu jeder Bestimmung drei Proben genommen und jedesmal 
wurde die Anzahl der Zellen in zehn einzelnen Quadraten der Thomas- 
schen Kamera bestimmt. Zur Zahlung der lebenden Zellen wurden 
dieselben unter sterilen Bedingungen in der Weise verdiinnt, daB man 
die Menge der Kolonien auf der Malzextraktgelatine in den Petrischalen 
zehnerweise, héchstens hundertweise zaihlte. Nach Verlauf von 4 bis 
5 Tagen wurde in den Schalen die Anzahl der Kolonien bestimmt, wobei 
fiir jede Zahl das Mittel von drei Schalen gewahlt wurde. 





aber 
24st 


Stick 


i 
Zelle 

y 
Zah] 


Zell 


Gar 
der 
such 
gene 
Im | 
gleic 
in e 


mit 

in ( 
Wir 
gut - 








ach 
mit 
ach 
iten 


() 


» in 
ach 
toff 


pen. 


che 
der 


uch 
der 
ung 


der 
len. 
ter- 
ick- 
her 
ge, 
ng. 
era 
na- 
‘em 
mal 
LILS - 
den 
nan 
len 
bis 
bei 





N-Ausscheidung der Hefe wahrend der Garung. 261 


Versuch 3. 
Wie gewohnlich wurde eine Kultur von Sacch. cerevisiae geziichtet, 
aber in einer geringen Menge von Malzextrakt, nimlich 100cem. Nach 
24stiindiger Garung auf 5° Glucose wurden folgende Resultate erzielt. 





Vor der Garung| Nach der Girung 


Stickstoffmenge in mg nach Fallung mit Bleiacetat 


DIS Gece eG ee ak ek ee 2,36 2,03 

3 Sar a ee er ee ae ae 0,27 0,55 
Zellenmenge in der Thomasschen Kamera (Mittel 

FS Se eae 6,9 6,7 
Zah] der Kolonien in der Petrischale (Mittel) . 4 40 


Es hatte sich also nach der Garung weder die Gesamtmenge der 
Zellen, noch die Menge der lebenden Zellen geandert. 


Versuch 4. 


Kultur von Sacch. Pastorianus. Die Versuchsbedingungen waren die 
gleichen wie oben. Nach Verlauf von 24 Stunden ergab die Analyse: 





Vor der Garung | Nach der Giarung 


Stickstoffmenge in mg nach Fiallung mit Bleiacetat 


Co Gog ks 5 es ke 24,4 24,07 

im Filtrat . <_< Lae 1,0 1,42 
Zellenmenge in der Thomasschen Kamera (Mittel 

Se ai air ne aaa 12,4 12,1 
Zahl der Kolonien in der Petrischale (Mittel) . 787 847 


Folglich 148t sich bei zweifellosem EiweiSzerfall wahrend der 
Garung eine Veranderung weder in der gesamten Zellenmenge noch in 
der Zahl der lebenden Zellen feststellen. Bei dem biologischen Unter- 
suchungsverfahren der Zahl der lebenden Zellen kann man eine vollig 
genaue Ubereinstimmung in parallelen Ansitzen nicht verlangen. 
Im nachfolgenden haben wir bei der Zahlung der Kolonien stets fast 
gleiche Mengen lebender Zellen, mit unbedeutenden Schwankungen 
in einzelnen Fallen, erhalten. 





Vor der Girung Nach der Garung 


721,8 742,1 
103 96 


ne 


Um uns davon zu iiberzeugen, daB die Stickstoffausscheidung 
mit dem GarungsprozeB verbunden ist, muBte das Verhalten der Hefe 
in Gegenwart von girungsunfahigen Zuckerarten gepriift werden. 
Wir benutzten die Hefekulturen von Sacch. Ludwigii, welche die Glucose 
gut und die Maltose gar nicht vergaren. Mit dieser Hefe sind unlangst 
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Versuche von Gottschalk! angestellt, welcher angegeben hat, daB Sacch. 
Ludwigii in Gegenwart von Coenzym imstande ist, Glykogen und teil. 
weise sogar lésliche Starke, nicht aber, wie bekannt, Maltose zu vergiiren. 


Versuch 5. 

Die Kultur von Sacch. Ludwigii wurde in den vorhergehenden Ver- 
suchen auf Malzextrakt geziichtet und zum Versuch mit 5° Maltose 
benutzt. Nach 24 Stunden betrug der Gewichtsverlust der Flaschen nur 
0,03 g, d.h. die Maltose hatte keine Gdarung erlitten. 





Vor der Garung Nach der Garung 


Stickstoffmenge in mg nach Fillung mit Bleiacetat 


im Niederschlag . na wiktert tae-« 6,56 6,57 

ra ro eee ee 2,27 2,27 
Zellenmenge in der Thomasschen Kamera (Mittel 

ee ee eee 18 21 
Kolonienanzahl in der Petrischale (im Mittel) . 72,2 72,2 


In einem anderen Versuche mit Sacch. Ludwigii auf 5°, Maltose 
wurde nach 24 Stunden ebenfalls weder ein EiweiSzerfall noch ein 
Ansteigen der Zellenmenge (in der Thomasschen Kamera waren vorher 
5,9, nachher 6,1 Zellen), noch ein Anwachsen der Kolonienzahl beim 
Abfiillen in die Petrischalen (es waren vor der Girung 103, nachher 
96 Kolonien) beobachtet. 

Hieraus folgt, daB die Hefe, welche keinen Zucker vergiiren kann, 
auch kein Hefeeiweif% spaltet: die EiweiBspaltung und die Stickstoff- 
ausscheidung in der Hefe ist mit dem GiéarungsprozeB verbunden. 

Wir fiihren noch einen Versuch mit Sacch. Ludwigii an. 


Versuch 6. 

Sacch. Ludwigii wurde in einem Liter Malzextrakt geziichtet ; nach Ent- 
fernung des Extrakts und nach dem Auswaschen wurde die Hefe mit 50 ccm 
sterilisierten Wassers geschiittelt ; die Proben wurden mit einer sterilisierten 
Pipette zu je 10cem entnommen; zu etlichen Proben wurden je 10 ccm 
10% iger Glucose hinzugefiigt, zu anderen je 10 cem 20% iger Maltose. Es 
wurde sowohl die Menge des vergorenen Zuckers als auch der Stickstoff 
im Bleiacetatniederschlag in der Hefe vor und nach der Garung bestimmt. 

In der Tabelle sind die Ergebnisse von zwei verschiedenen Versuchen 
angefiihrt. 

Aus den angefiihrten Daten folgt deutlich, daB nur beim Garungs- 
prozeB ein Eiweifzerfall und eine Stickstoffausscheidung aus der Zelle 
stattfindet; in Gegenwart einer nichtgarenden Zuckerart, wie Maltose, 
entsteht in der Hefe keine Verinderung im Stickstoffgehalt. Ehrlich 
hat die Ansicht ausgesprochen, daB die Garungsenergie der Hefe fiir 
die Synthese der EiweiSstoffe aus stickstoffhaltigen Produkten nétig 


1 A. Gottschalk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 267, 1927. 
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Vergorener Stickstoffmenge in mg 
Vere |! Girengs- Zucker Eiweifstoff- 
oan pte Zuckerart oer co.) Vor der Garung Nach der Garung zertall 
Std. g in Hefe im Filtrat in Hefe | im Filtrat %o 
= = — — a —————————— — = — 
oa 24 Glucose 1,25 11,36 0,48 11,12 0,66 2,1 
24 Maltose 0 11,36 0,48 11,36 0,43 0 
B 48 Glucose 1,50 7,53 | 0,21 7.20 0,54 43 
48 Maltose 0,03 7,53 0,21 7,50 0,24 0 


ist; unsere Versuche weisen zweifellos auf den Zusammenhang des 
EiweiBzerfalls mit dem GarungsprozeB hin. Rubner (1. c.) hat die Ab- 
nahme der Girungskraft der Hefe mit der Abnahme des Stickstoffs 
in der Hefe bemerkt, und die alten Angaben von Hayduck! sprechen 
von der Zunahme der Garungskraft der Hefe im Zusammenhang mit 
dem Stickstoffgehalt in derselben. Der Zusammenhang zwischen dem 
Stickstoff der Hefezelle und der Giarung tritt in allen Versuchen hérvor. 
Ein so wichtiger fermentativer ProzeB, wie die Garung, erfordert von 
der Zelle eine groBe physiologische Spannung; es ist nétig, eine Reihe 
Fermente vorzubereiten und aus dem zymogenen Stadium _ iiber- 
zufiihren, darunter das ganze Zymasesystem. Der Aufbau der Fer- 
mente selbst, als stickstoffhaltiger Substanzen, erfordert eine gewisse 
Umgruppierung in den Eiwei8stoffen der Hefe und hat eine teilweise 
Stickstoffausscheidung aus den Zellen nach auBen entweder in Form 
von Ferment oder in Form von Abfallstickstoff zur Folge. Die Ansicht 
von Luler und Fink (1. c.) tiber den teilweisen Zerfall des EiweiBmolekiils 
und tiber die Abnahme des Tryptophans in der Hefe bei der Garung 
kann vollstandig angenommen werden. Unsere Versuche, welche die 
Erhaltung der Anzahl von lebenden Zellen und die Ausscheidung des 
Stickstoffs aus den letzteren zeigen, kénnen den ausgesprochenen Satz 
bestatigen. 


Unser Versuch, die Natur der Zerfallsprodukte des Hefeeiweibes 
niher zu erforschen, hat gezeigt, daB diese Verbindungen zum grofen 
Teil nicht als Aminosiaure erscheinen, denn die Bestimmung des Stick- 
stoffs in denselben nach van Slyke ergab verhaltnismafig niedrige 
Zahlen. 


Versuch 7. 


Eine sterile Kultur von Bierhefe wurde in groBer Menge von der Fabrik 
»Stenka Rasin‘* bezogen. Es wurden je 50 ccm dickfliissiger Hefemasse, 
welche vorher mit sterilem Wasser vom Malzextrakt befreit worden war, 
angewandt. Die erste Portion wurde sofort analysiert, zur zweiten wurden 
125 cem 40 %iger Saccharose hinzugefiigt und dieselbe wihrend 24Stunden 
der Garung iiberlassen. Der gré6te Teil des Zuckers erwies sich als vergoren. 
Wie die erste, wurde auch die zweite Portion zentrifugiert und im Filtrat 


1 M. Hayduck, Zeitschr. f. Spiritusind. 14, 174, 1880. 
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die Gesamtmenge des Stickstoffs und auBerdem der Stickstoff nach Mikr.- 
van Slyke bestimmt. 








i! . if . 
| Cisots det, | Menge dew | teksto ne 
Proben i Pu stoffs im Filtrat Stickstoffs nach “oe0s eal 
mg van Slyke | stickstoff 
NS a a ee 5,5 6,4 0 —- 
Zucker gegoren. . ... 44 25,2 3,72 14.8 


Die niedrige Zahl des Aminostickstoffs in den Ausscheidungs.- 
produkten der Hefezelle unterscheidet dieselben von den Produkten 
des sekundaren Eiweifzerfalls, welcher fiir die gewéhnliche Autolyse 
der Hefe in Abwesenheit von Zucker charakteristisch erscheint. 

Die stickstoffhaltigen Produkte, welche in der Hefe wahrend der 
Garung gebildet werden, sind zweifellos von komplizierter Natur; 
schon der Hinweis einer Reihe Autoren (Rubner u.a.), daB dieselben zu 
einer weiteren Ausnutzung durch die Hefe unfahig sind, weist auf den 
Gehalt an jenen Verbindungen hin, welche durch freie Synthese des 
Zuckers mit den Zerfallsprodukten des EiweiBstoffes gebildet werden, 
worauf N. N. Iwanoff die Aufmerksamkeit gelenkt hat (l.c.). Aber 
auBer diesen Verbindungen sind auch zyklische Derivate (Trypto- 
phan u. a.) enthalten, auf die Zuler und Fink hinweisen, und woméglich 
auch Fermente, welche in ihrer Zusammensetzung Stickstoff aufweisen. 

Um den Zusammenhang zwischen den aus den Zellen sich aus- 
scheidenden EiweiBstoffen und dem GarungsprozeB noch iiberzeugender 
darzustellen, haben wir noch eine Reihe von Versuchen angestellt, 
wobei reine Kulturen entweder mit Wasser oder mit Zucker aufbewahrt 
wurden. 

Versuch 8. 


In gewoéhnlicher Weise auf Malzextrakt kultivierte Sacch. cerevisiae 
wurde nach Entfernung des Extrakts durch Dekantieren und Waschen mit 
Wasser, mit 120 ccm sterilisierten Wassers geschiittelt und zu je 10 ccm 


Proben gewahlt. Vier Proben (Kontrolle) wurden sofort untersucht; vier 


Proben wurden 24 Stunden lang mit 10 ccm Wasser bei 25° stehengelassen ; 
vier Proben wurden 24 Stunden lang mit 10cem 20%iger Saccharose 
stehengelassen. Zwei Proben aus jeder Versuchsserie wurden mit Bleiacetat 
gefallt, die anderen zwei mit Uranacetat. In der Tabelle sind die Mitteldaten 
von zwei parallelen Analysen angefiihrt. 








N Ausgeschies Fallungsmittel || Stickstoffmenge in mg Eiweif. 

Proben ian Proben me CO2 des Eiweif- : = zerfal! 
g stoffes Niederschlag | Filtrat Oo 
Kontrolle 1— 2 — | Uranacetat 17,88 0,27 _ 
- 8— 4 —- Bleiacetat 17,83 | 0,28 —- 
Wasser 5— 6 0 Uranacetat 17,55 | 0,58 1,7 
x 7—8 0 Bleiacetat 17,56 0,57 1,6 
Saccharose 9-10  _— 0,86 Uranacetat 17,26 0,86 | 3,3 
4 11—12 | 0,88 | Bleiacetat 17,25 | 0,88 3,2 
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Die Analysen in diesem Versuche zeigen zweifellos, daB bei ener- 
gischer Garung, wobei der gréBte Teil des Zuckers sich als zersetzt 
erwies (aus 2g Saccharose wurden 0,77 g Kohlendioxyd gebildet), 
ein EiweiBzerfall bis 3,3 °, eintritt, wahrend beim Ansatz mit Wasser 
dieser Zerfall nur 1,7 °%, erreichte. Diese Daten sprechen nochmals fiir 
den Zusammenhang des EiweiBzerfalls mit der Garung; sie zeigen 
ebenso, daB Rubner recht hatte, als er auf Grund ahnlicher Versuche die 
Prozesse des EiweiBzerfalls bei der Hefeautolyse und die Ausscheidung 
des Stickstoffs in das Medium wahrend der Garung voneinander trennte. 

Ganz natiirlich stieg die Frage auf, ob nicht der beim Giren ent- 
stehende Alkohol auf die Bedingungen der EiweiSfallung in den einzelnen 
Portionen einen EinfluB ausiibt? Daher muBten Kontrollversuche 
angestellt werden, in denen es nétig war, die Bedingungen der Fallung 
in den Kontrollen denen in den Hauptversuchen anzupassen. 


Versuch 9. 


Wiederholung des Vorhergehenden, nur wurde zu den Kontrollansatzen 
mit Wasser noch je 1 eem Alkohol sowohl zu Anfang als auch am Ende des 
Versuchs vor der Fallung mit Bleiacetat nach 48stiindigem Stehen im 
Thermostaten hinzugefiigt. 





Stickstoffmenge in mg 








ee Vv hsbedingung Ausgeschiedene i 
2 | Niederschlag Filtrat 
1— 2 | Kontrolle, sofort gefallt -- 12,82 0,56 
3— 4 | Garung mit 10cem 25% iger 
Glucoselésung 0,95 12,19 1,15 
5— 6 | Stehengelassen mit 10 ccm 
Wasser -- 12,58 0,80 
7— 8 | Ebenso, Zugabe von 1 cem 
Alkohol —_— 12,54 0,84 
9—10 | Ebenso wie 5—6, nur Zu- 
gabe von 1ecm Alkohol 
vor der Fallung _ 12,56 0,83 


Der Vergleich der Versuche 5 bis 10 148t uns den SchluB ziehen, daB 
der bei der Garung entstehende Alkohol keinen Einflu8 auf die Genauigkeit 
der Eiwei®stoffallung durch Bleisalz ausiiben kann, denn es wurden ganz 
gleiche Resultate erzielt, sowohl ohne Alkohol als auch mit zu Anfang und 
zu Ende des Versuchs hinzugefiigtem Alkohol. 

Also wurde Alkohol zu den Kontrollansitzen hinzugefiigt; diese 
wurden dann zentrifugiert, um zu der Uberzeugung zu gelangen, daf in 
den gegebenen Portionen die Stickstoffausscheidung nicht mit der 
Gegenwart von Alkohol zusammenhangt; in diesen Versuchen ist gezeigt 
worden, daB der Alkohol an und fiir sich ebenso die Ausscheidung 
des Stickstoffes aus der Hefezelle nicht beeinfluBt. 

Summieren wir nun alles, so miissen wir feststellen, daB die An- 
wendung des biologischen Verfahrens (die Bestimmung der Anzahl 
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von lebenden Zellen) uns gute Dienste bei der Lésung des Problems 
des Eiweifzerfalls und der Stickstoffausscheidung wahrend der Garung 
geleistet hat; nur dank diesem Verfahren ist es gelungen, festzustellen, 
dafs der Stickstoff in der girenden Fliissigkeit nicht als Resultat des 
Absterbens einzelner Zellen, sondern als Folge der Lebenstiatigkeit der 
Hefezelle bei der Garung gebildet wird. Hier drangt sich der Vergleich 
mit der Ausscheidung des Stickstoffs durch die Tiere bei Stickstoff- 
hunger auf. Um iiber die Analogie dieser Prozesse ein Urteil zu fallen, 
miissen zuvor von der chemischen Seite diejenigen stickstoffhaltigen 
Produkte ausfiihrlich untersucht werden, welche in die Umgebung 
durch die Hefe oder durch irgendwelche anderen saprophyten Pilze 
ausgeschieden werden. 

Nach den noch nicht veréffentlichten Versuchen von W. A. T'schesno- 
koff fahrt Aspergillus niger, wenn er auf reine Zuckerlésung gebracht 
wird, fort, Stickstoff aus dem Mycel auszuscheiden. Ahnliche Tatsachen 
miissen ausfiihrlich untersucht werden, da dieselben uns dazu verhelfen 
werden, den Stickstoffwechsel bei den Tieren mit denjenigen bei sapro- 
phyten Pilzen und bei der Hefe noch enger zu verbinden. 


Im Endergebnis kommen wir zu folgenden Schliissen: 


1. Bei kurzdauernder Girung auf Zuckerlésung scheiden reine 
Kulturen von Sacch. cerevisiae, Sacch. apiculatus, Sacch. Pastorianus, 
Sacch. Ludwigii einen Teil des Stickstoffs als Resultat des Zerfalls 
von Hefeneiwei8 aus. 

2. Dieser ProzeB der Stickstoffausscheidung ist mit dem Garungs- 
prozeB verbunden, denn in Gegenwart von garungsunfihigen Zucker- 
arten (Sacch. Ludwigii auf Maltose) beobachten wir keinen Eiweil)- 
zerfall. 

3. Da die Gesamtmenge der Zellen wie auch die der lebenden Zellen 
wihrend unserer kurzdauernden Versuche tiber Garung sich veranderte, 
miissen wir die Ausscheidung des Stickstoffs in das Medium mit der 
Lebenstatigkeit der Hefezellen in Zusammenhang bringen. 

4. In den kurzdauernden Versuchen verlauft der ProzeB des Stick- 
stoffwechsels merklich bei der Garung und schwach bei der Autolyse 
der Hefe auf Wasser ; qualitativ unterschieden sich diese beiden Prozesse 
ebenso voneinander. 
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Uber die Umwandlung 
der Zuckerarten beim Reifen der Friichte von Wassermelonen. 


Von 
Nicolai N. Iwanoff, R. 8S. Alexandrowa und M. A. Kudrjawzewa. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Instituts fiir angewandte Botanik 
in Leningrad.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der chemischen Untersuchung von Friichten ist man gendétigt, 
nicht nur den Gesamtgehalt der léslichen Kohlehydrate, sondern auch 
einzeln die Glucose, Fructose und Saccharose zu bestimmen. Das kommt 
daher, daB der Geschmackswert aller drei genannten Zuckerarten sehr 
verschieden ist. Eine Reihe Autoren, wie Fechner, O. Spengler und 
A. Traegel!, J. J. Williamann? hat besondere SiiBigkeitsindexe fiir diese 
Zuckerarten angegeben. Unlangst hat A. A. Richter® unter Benutzung 
der -Fechnerschen Methodik die Geschmacksverhiltnisse der Zucker- 
arten nach ihrer Siibigkeit in folgender Weise festgestellt — Fructose : Sac- 
charose : Glucose wie 240: 145: 100. Diese Zahlen besitzen nur einen 
vergleichenden Charakter, da dieselben nur auf Geschmacksempfin- 
dungen beruhen. Daher ist man gezwungen, nicht nur die quantitative, 
sondern auch die qualitative Seite der Zuckerarten in Betracht zu ziehen. 

Der Gehalt an einzelnen Zuckerarten in Friichten erscheint im 
allgemeinen kennzeichnend fiir die Friichte einer besonderen Art oder 
Gattung; aber diese Zuckerarten sind etlichen, manchmal bedeutenden 
Schwankungen unterworfen, welche durch die 4uBeren Faktoren (Sonnen- 
strahlung, Warme, Feuchtigkeit), unter denen die Reifung stattfand, 
ferner auch vom Reifestadium, in welchem die Friichte zur Analyse 
gebracht wurden, bedingt sind. 


1 O. Spengler und A. Traegel, Zeitschr. d. Ver. d. deutsch. Zuckerind. 
Heft 844, 1927. 

2 J. J. Williamann, ebendaselbst Heft 848, 1927. 

8 A. A. Richter, Journ. f. exper. Agronomie des Siidostens IV, 1926 
(russisch). 
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In der lebenden Pflanze tritt leicht eine Verschiebung sowo):! 
der Monosaccharide in Di- und Polysaccharide ein, als auch um. 
gekehrt. 


Die Glucose laBt sich schon durch Einwirkung von schwachen Alkalien 
in Fructose verwandeln, und die lebende Zelle vollzieht diesen Ubergany 
ebenso leicht. Wir kénnen eine Reihe von Beispielen fiir eine Verwandlung 
der Starke in lebenden Zellen nicht in Maltose, sondern in Saccharose 
anfiihren. Miiller-Thurgau' hat gezeigt, daB die Kartoffelknollen bei 
niedrigen Temperaturen die Starke in Saccharose iiberfiihren, die beim 
Versetzen der Kartoffel in Temperaturverhaltnisse von 20 bis 30° wiede: 
in Starke iibergeht. Es existieren Hinweise (Marcacci 1891, Wichers und 
Tollens 1910), daB in den Knollen beim Keimen Saccharose gebildet wird. 
Das weit verbreitete Auftreten der Saccharose im Friihsaft unserer Baume 
(besonders beim Zuckerahorn — Acer saccharinum —, wo die Saccharose- 
menge bis 3,6°%, erreicht) ist in der Entstehung mit der im Holzstoff be- 
findlichen Vorratsstaérke verbunden. Beim Reifen der Bananen sinkt nac} 
Baileys® Angaben der Starkegehalt von 13,99°, beim Reifen der Friichte 
bis auf 0,71°%, aber zu derselben Zeit vermehrt sich die Menge der Zucker- 
arten, darunter auch die des Rohrzuckers, von 0,15% bis auf 5,82°.. 
Die iiber der Erde befindlichen Teile des mit Schnee bedeckten Winter- 
roggens wiesen bei groBer Abkiihlung (— 6,5°) einen Zuckergehalt von 
19,81%, bei Berechnung auf Trockengewicht, auf; darunter 14,43°, 
Saccharose, welche sich aus der im Endosperm (Mehlkérper) befindlichen 
Starke gebildet hat. Der umgekehrte UbergangsprozeB8 der Saccharose 
in Starke in den Maiskérnern wurde ‘von Belval* beobachtet, welcher 
annimmt, daB in den Maisblattern als erstes Assimilationsprodukt nament- 
lich die Saccharose erscheint, welche dann in die Kérner wandert. In den 
angefiihrten Beispielen kann man iiberall beobachten, mit welcher Leichtig- 
keit die Glucose, ein Produkt der Starkehydrolyse, in Fructose tibergeht, 
um dann zusammen mit derselben durch Synthese Saccharose zu ergeben. 
Der Ubergang der Glucose in Fructose und weiter in Inulin wird bei einer 
Reihe von Pflanzen, wie bei der Topinambur, Cichorie, Georgine (Dahlia) 
und andere beobachtet. Noch belehrender ist der Fall, wo beim Prozet 
des Pfropfens ein Zusammenwachsen von Pflanzen stattfindet, welche als 
Vorrat einerseits Inulin, andererseits Starke enthalten. Als Vdéchting! 
auf den Stengel der Sonnenblume (Helianthus annuus) einen SchéBling 
von der Topinambur (Helianthus tuberosus) pfropfte, erwies sich nach 
dem Zusammenwachsen, daB in den oberen Teilen (bis zu der Stelle des 
Zusammenwachsens), welche zur Erdbirne gehérten, als Vorratskohlehydrat 
Inulin vorhanden war, und in den unteren, der Sonnenblume angehérigen 
Teilen die Zellen mit Starke gefiillt waren. Folglich wurde aus der Glucose, 
die von den Blattern zuflieBt, in dem einen Teil der vereinigten Pflanze 
das Polysaccharid der Fructose das Inulin, im anderen — das Polysaccharid 
der Glucose — die Starke abgelagert. 


Finen ebenso leichten Ubergang der Glucose in Fructose und um- 
gekehrt haben wir in den Getreidesamen vor uns. Durch die Arbeiten 


1 Miiller-Thurgau, Flora 101, 309, 1910; 104, 387, 1912. 
2 Bailey, Journ. Amer. Chem. Soc. 34, 1706, 1912. 

3 Belval, Revue Gen. de bot. 36, 33, 1924. 

4 Voéchting, Sitzungsber. d. Berl. Akad. 34, 705, 1894. 


von 7 
Kenn 
scheix 
das P 
den fi 
sacche 
besitz 
korne’ 
hier i 
Fiinff: 
der F 
V 
sacché 
ride v 
liche | 
hier | 
dank 
Fahig 
haben 
Uberg 
dring] 
nur ¢ 
Beete 
I 
bliebe 
uns? | 
es un 
und d 
Zucke 
im Ge 
konst 
I 
nach 
des r 
beruh 
Willst 
1 


2 
3 


exper. 

65, 19 
4 
5 
6 








woh] 
um- 


alien 
yang 
lung 
rose 
bei 
beim 
¢ der 
und 
wird, 
ume 
\rose- 
r be- 
nach 
ichte 
t-ker- 
2° 
nter- 
von 
is% 
chen 
Lose 
cher 
ent - 
den 
htig- 
reht, 
‘ben. 
siner 
hlia) 
ozel 
> als 
ting * 
sling 
nach 
. des 
drat 
‘igen 
cose, 
anze 
arid 


um- 
iten 





Umwandlung der Zuckerarten beim Reifen der Friichte. 269 


von Tanret und in letzter Zeit von Colin und Belval* haben sich unsere 
Kenntnisse in dieser Frage stark verandert; die Getreidekérner er- 
scheinen nun nicht als der Ort, wo stets aus der zuflieBenden Glykose 
das Polysaccharid, die Starke, gebildet wird. Es erweist sich, daB in 
den friiheren Stadien der Entwicklung von Getreidekérnern das Poly- 
saccharid der Fructose — Levosin vorherrschend ist. In einem Falle 
besitzen wir bei Belval, gleich nach der Befruchtung fiir die Roggen- 
kérner 2,13° Saccharose, 8,16° Levosin und nur 2,61°, Starke; 
hier tbersteigt die Gesamtmenge der Fructose die der Glucose um das 
Fiinffache, wahrend in den gereiften Getreidekérnern die Polysaccharide 
der Fructose fast gar nicht vorhanden sind. 

Vom physiologischen Standpunkt aus ist der Ubergang der Mono- 
saccharide in die sich in den Vorratsbehaltern ablagernden Polysaccha- 
ride vollstandig begreiflich ; weniger verstandlich ist, warum die gewohn- 
liche Umgruppierung der Glucose in die Fructose stattfindet, aber auch 
hier beginnt sich die Rolle der letzteren immer mehr aufzukliren, 
dank den Befunden von C. Neuberg und M. Kobel?, welche die leichtere 
Fahigkeit der Fructcse sich mit den Aminosiuren zu verbinden, gezeigt 
haben. Was nun das Auftreten der Saccharose anbetrifft, so ist der 
Ubergang der Monosaccharide in dieselbe mit der fast vélligen Undurch- 
dringlichkeit derselben durch das Zellenprotoplasma zu _ erklaren; 
nur dadurch ist der Gehalt an Saccharose in den Wurzelzellen der 
Beete, welcher bis 20° und dariiber erreicht, zu erklaren. 

In unseren Untersuchungen tiber die Umwandlung der Zuckerarten 
blieben wir bei den Friichten der Wassermelone (Arbusen), welche von 
uns® schon seit 1926 in chemischer Richtung studiert wird. Hier ist 
es uns gelungen, den Einflu8 auBerer Faktoren, wie der Feuchtigkeit 
und der Dauer der Vegetationsperiode auf die Menge und Qualitat der 
Zuckeraiten festszutellen; auBerdem haben wir merkliche Unterschiede 
im Gehalt der Zuckerarten bei einzelnen Kultursorten der Wassermelone 
konstatiert. 

Die reduzierenden Zuckerarten haben wir auf jodometrischem Wege 
nach Blanchetiére* oder Issekuiz® bestimmt, welcher auf der Reduktion 
des roten Blutlaugensalzes (K,FeCy,) in das gelbe Salz (K,FeCy¢) 
beruht. Die Glucose wurde nach dem jodometrischen Verfahren von 
Willstatier und Schudel® bestimmt und die Fructcse nach der Differenz 


1 H. Belval, Rev. gen. de Bot. 36, 308, 337, 395, 1924. 

2 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 162, 496, 1925. 

3 N. N. Iwanoff und R.S. Alexandrowa, Ann. of the State Instit. of 
exper. Agron. VI, 1, 1928; C. Newberg, Ann. de la Brasserie et Dist. 27, 
65, 1928. 

4 A. Blanchetiére, Bull. de la Soc. chim. biol. 6, 504, 1924. 

5 B.v. Issekutz und J. Both, diese Zeitschr. 183, 298, 1927. 

6 Willstdtter und Schudel, Ber. d. D. chem. Ges. 1913, 8. 180. 
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zwischen der Summe der reduzierenden Zuckerarten und der Glucose 
berechnet. Die Menge der Zuckerarten wurde nach der Differenz 
zwischen den reduzierenden Zuckerarten vor und nach der Inversion 
in Betracht genommen. Zur Kontrolle der chemischen Bestimmungen 
benutzten wir in einigen Fallen auch die polarimetrische Methode, 
indem wir diese Bestimmungen vor und nach der Inversion ausfiihrten. 
Die Anwendung dieser Methoden gab uns die Méglichkeit, uns ein voll- 
standiges Bild von dem Zustande und der Umwandlung einzelner Zucker. 
arten im Safte der Wassermelone zu machen. 


Auber den Analysen der Zuckerarten im abfiltrierten Safte wurde 
auch die wirkliche Aziditaét (pq) auf kolorimetrischem Wege bestimmt; 
die letzte Bestimmung hatte den Zweck, die Frage iiber den Reifegrad 
der gewahlten Friichte aufzukliren. . 


Alle unsere Bestimmungen wurden mit dem Safte der Wassermelone 


(Arbusen) angestellt. Zu diesem Zwecke wurde das von der Schale und 
Samen befreite Fruchtfleisch der Wassermelone in kleine Stiicke geschnitten, 
die ganze Masse in Leinwand gewickelt und unter der Presse abgepretit. 
Das Volumen des Saftes wurde mittels eines Zylinders gemessen. De 
erzielte Wassermelonensaft wurde filtriert und zur Bestimmung der Zucker- 
arten verwendet. 

Fiir unsere vergleichenden Untersuchungen war es auBerst not- 
wendig, in jedem einzelnen Falle eirt Friichtematerial auszuwahlen, 
das eine Mittelprobe darstellte. Da nach unseren vorliufigen Versuchen 
die einzelnen Wassermelonenexemplare gewisse Schwankungen im 
Zuckergehalt aufweisen, so wahlten wir zu unseren Versuchen ge- 
wohnlich je fiinf Friichte von gleicher Reifestufe, entnahmen aus jeder 
derselben den Saft, fiihrten die Analyse aus und fanden so die Mittelgréfe. 


In dieser Arbeit hatten wir mit Friichten zu tun, welche aus Samen 
von bestimmten Wassermelonensorten erhalten wurden, die 1927 auf 
den Feldern (Bachtschas) der Kamjischinschen Versuchsstation (50° 5’ 
nérdl. Breite und 55° 7’ éstl. Lange) im mittleren Wolgagebiet, und 
1928 auf der mittelasiatischen Abteilung des Instituts fiir angewandte 
Botanik in der Nahe von Taschkent (41° 26’ nérdl. Breite und 69° 20’ 


éstl. Lange) ausgesat waren. 


Schon friiher haben einige Versuche iiber die Veranderung des 
Zuckergehalts gezeigt, da die Menge der Zuckerarten mit fort- 
schreitender Reifung der Wassermelone von 4,05 bis auf 8,40 °%,} steigt. 
In unseren Versuchen haben wir uns zum Ziel gesetzt, die Veranderlich- 
keit der Zuckerarten in den Entwicklungsperioden, nach bestimmten 
Zeitraumen, angefangen vom Moment des Fruchtansetzens, zu verfolgen. 


1 K.G. Schulmeister, Versuchsresultate vom Kamjischinschen Ver- 
suchsfelde 1925 (russisch). 
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Versuch 1. 


Auf der Bachtscha (Feld) der Kamjischinschen YVersuchsstation im 
Jahre 1927 entwickelten sich Wassermelonenfriichte (Sorte Muraschka). 
Nach je 7 Tagen wahlten wir je fiinf Melonenfriichte und bestimmten im 
Safte derselben die einzelnen Zuckerarten. 


Tabelle I. 


Verinderung des Zuckergehalts in dem Wassermelonensafte waihrend des 
Reifens, Sorte Muraschka, auf der Kamjischinschen Versuchsstation im 
August 1927. 





Reduzieren ne 
Fruchte der Zucker Voie der 
Alter gewicht | Fructose Glucose Saccharose <a Pu Glucose nach 
Tage g 9 Ol Ol 9 der Inversion 
7 128 _ — 0 2,11 4,0 — 
14 1002 1,16 141 | 0,10 2,67 4,6 0,87 
21 | 2185 1,95 2,13 0,27 4,33 5,0 0,92 
fast reif | 5341 | 3,78 | 2.57 1,65 808 52 1,36 


* In der 7tagigen Frucht wurde die Glucose und Fructose einzeln nicht bestimmt, sondern 
nur summarisch; Saccharose wurde hier nicht gefunden. 


In diesem Versuch wurde das Bild von der allmahlichen Umwand- 
lung der Zuckerarten klar; am Anfang fehlt die Saccharose ginzlich, 
dann fangt dieselbe an, sich langsam zu verandern, und erreicht das 
Maximum im Augenblick der Reife. Die Saccharose wird aus Mono- 
sacchariden gebildet, deren Schicksal folgendes ist: Von den Blattern 
flieBt die Glucose zu, dann entsteht aus derselben die Fructose, deren 
Menge am Anfang niedriger als die der Glucose ist; darnach gleichen 
sich beide Monosaccharide fast aus, und in der folgenden Reifungsphase 
wird ein bedeutendes Ubergewicht der Fructose iiber Glucose beobachtet, 
schlieBlich geht dieselbe zusammen mit der Glucose in Saccharose iiber. 
Zugleich mit der Umwandlung der Zuckerarten wahrend des Reifens 
wird ein Ubergang von py = 4,0 bis py = 5,2 beobachtet. Das Gewicht 
der Friichte wuchs von 128 bis zu 5341 g und die Gesamtmenge der 
Zuckerarten im Safte von 2,11 bis zu 8,08 %. 


Versuch 2. 


Auf der Bachtscha (Feld) in der Nahe von Taschkent im Jahre 1928 
wurden eben solche Versuche mit der Wassermelone (Sorte mit weiben 
Samen) angestellt. Zur Analyse wurden anfangs zehntagige Fruchtansitze 
gewahlt und weiterhin wurden nach jeder Woche, d.h. nach 17, 24 usw. Tagen, 
bis zur vélligen Reife Friichte gesammelt. 


In diesem Versuch wurde die Untersuchung nur mit l0tagigen 
Friichten angefangen, in denen noch keine Saccharose vorhanden und 
in denen die Glucosemenge die Fructosemenge um das Dreifache 
iibertrifft; nach 17 Tagen haben sich diese Mengen fast ausgeglichen; 
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Tabelle II. 


Verainderung des Zuckergehalts im Verlauf des Reifens im Wassermelonen- 
safte (Sorte mit weiBen Samen) wahrend Juli/August 1928. Daten von 
fiinf Exemplaren jeder Sammlung. 





eck Verhaltnis 
Fruchtalter Glucose Fructose Saccharose few aan - neers 
Tage- | V9 Oo Oy 0/9 nach Inversion 
10 2,09 0,73 0 2,82 0,35 
17 2,19 1,99 0 4,10 0,91 
24 2,61 8,31 0,43 6,38 1,25 
31 2,70 3,44 0,60 6,78 1,25 
40 1,93 2,57 2.85 7,49 1,29 


nach 24 Tagen wird schon ein bedeutendes Ubergewicht der Fructose 
iiber Glucose und das Auftreten von Saccharose beobachtet, deren 
Menge weiterhin die ganze Zeit zunimmt, bis am Ende des Reifens das 
Maximum erreicht wird. Von Interesse ist, da8 das Ubergewicht der 
Fructose tiber Glucose im Safte, nach der Inversion der dort. befindlichen 
Saccharose, in der gleichen Héhe bestehen bleibt, d.h., man erhiilt 
ein Bild, daB die Glucose in Fructose tibergeht und daB das entstandene 
Verhaltnis konstant bleibt. Auf der hier angefiihrten Kurve (Abb. 1) 
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Auf der Abszisse Fruchtalter in Tagen, auf der Ordinate Zuckergehalt in °/o. 


ist die Umwandlung der Monosaccharide deutlich zu sehen; auf Kosten 

der Senkung dieser Kurven verlauft das Ansteigen der Saccharosekurve. 

Hieraus kénnen wir den Schlu8 ziehen, daB beim Reifen der Wasser- 

melonen das Reifen der Zuckerarten ebenso in zwei Phasen verlauft 
1. Glucose —> in Fructose. 


2. Glucose + Fructose —> in Saccharose. 


Versuch 3. 


Gehen wir nun zu einem langdauernden Versuch iiber, der in Kamjischin 
im Sommer 1928 ausgefiihrt wurde; die Bedingungen dieses Jahres waren 
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infolge der reichen Niederschlage nicht ganz giinstig fiir das vollstandige 
Reifen, aber trotzdem wurden interessante Daten erzielt. In diesem Ver- 
such wahlten wir ganz junge Stadien der Friichte aus, naimlich gleich nach 
dem Verwelken der Bliite. Auf der Bachtscha (Feld) wurden einige Hunderte 
von Fruchtansitzen der Wassermelonen, weilBsamige Sorte, vermerkt 
und dann nach bestimmten Zeitraumen in dem MaBe ihrer Entwicklung 
zur Analyse gewahlt. Die erste Probe lenkte besonders unsere Aufmerksam- 
keit auf sich, da dieselbe nach Verlauf von einem Tage nach dem Abwelken 
der Bliite entnommen worden war; zur Analyse wurden 25 bis 30 solcher 
Friichtchen gewahlt, die in der GréBe an die Beeren einer Weintraube 
erinnerten. 

Die Friichte wurden auf der Reibe zerrieben und aus deren Masse 
der Saft abgepreBt, welcher dann abfiltriert und auf Zuckergehalt 
analysiert wurde. 

Der Versuch mit eintagigen Friichten wurde dreimal wiederholt; in 
der Tabelle sind die Mittelwerte angegeben. Dann wurden drei-, vier-, 
siebentagige usw. Friichte gesammelt und dieselben ebenso behandélt, wie 
in den vorherigen Versuchen. Die Resultate sind in Tabelle IIT dargestellt. 


Tabelle 111. 


Veranderung des Zuckergehalts je nach der Reife des Wassermelonensaftes 
(weiBsamige Sorte) waihrend August/September 1928. 





Gesamtsumme | 





d. reduzicrenden | Verhaltnis 
Fruchtalter Glucose Fructose Saccharose Zuckerarten der Fructose 
, Bach Inversion | | 20 aa wl 
Tage %Fp e 0 %Fo Fo 
1 2,59 — 0 2,59 
3 2,30 0,51 0 3,05 0,22 
4 2,67 0,48 0 3,22 0,18 
7 1,79 1,21 0 3,0 0,67 
14 1,69 1,69 0 3.61 1,00 
21 1,93 1,93 0 3,91 1,09 
35 2,94 4,22 0 7,21 1,44 


49 2,52 3,48 0,73 6,55 1,33 


Dieser Versuch gibt ein anschauliches Bild von der allmahlichen 
Umwandlung einzelner Zuckerarten. Ganz am Anfang ist nur Glucose 
enthalten, dann erscheint in unbedeutender Menge Fructose, nach 
7 bis 14 Tagen gleichen sich beide Monosaccharide untereinander aus, 
und zu Ende des Reifens beobachten wir ein bedeutendes, 1,3- bis 
1,4faches Ubergewicht der Fructose itiber Glucose. In der letzten Kolonne 
der Tabelle ist zu sehen, wie allmahlich das Verhaltnis der Fructose zur 
Glucose anwachst und dann auf einem bestimmten Niveau stehenbleibt. 


Besondere Aufmerksamkeit verdient das Schicksal der Saccharose. 
Sehr kleine Mengen derselben werden in den jiingsten Reifungsphasen 
beobachtet ; wie oben erwahnt, beurteilen wir die Menge der Saccharose 


Biochemische Zeitschrift Band 212. 18 
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entsprechend dem Zuwachs an reduzierendem Zucker nach der Hydrol yse 
des Saftes durch Saure, welcher in einzelnen Fallen zwischen 0,03 bis 
0.2%, schwankte. So unbedeutende Mengen Saccharose, besonders 
im Safte von eintagigen Friichten, erklaren wir durch Zuflu8 derselben 
zusammen mit der Glucose aus den Bliattern, wo dieselbe iiberhaupt 
gewohnlich in kleiner Menge zusammen mit der Glucose vorkommt 
Aber die synthetische Bildung der Saccharose im gegebenen Versuch 
offenbarte sich nur in den 49tagigen Friichten, wo die Anhaufung 
derselben bis zu 0,73°%, die entsprechende Verminderung an Mono. 
sacchariden nach sich zog. Besondere klimatische Verhaltnisse — tiber- 
schiissige Feuchtigkeit und Mangel an Sonne im Jahre 1928 in Kamjischin 
hielten die weitere Umwandlung der Monosaccharide in Saccharose 
zuriick ; dieselbe Sorte Wassermelone (Weifsamen) ergab in demselben 
Jahre in Taschkent bedeutend mehr Saccharose im Moment der vdélligen 
Reife. 





Summe ae ta 

; ; der Verhiltnis 

Aussaat- N Oo Glucose | Fructose Saccharose Zucker» | det Fructose 
punkt Breite Lange arten zur Glucose 
: nach Inversion 


0/5 0 0 0 0 ( 0 
Kamjischin 50°5’ 55°7’ 2,52 3,48 0,73 6,55 1,33 
Taschkent 41°26’ | 69°20’ = 1,75 2,73 2,47 7,08 1,33 


Wie wir hieraus ersehen, unterscheidet sich der Gesamtzuckergehalt 
der Friichte wenig, trotz der groBen Verschiedenheit der klimatischen 
Faktoren ; aber unter den Bedingungen des Taschkentschen heiBen Klimas 
ging die Nachreifung viel weiter und offenbarte sich in der Umgruppic- 
rung der Glucose und Fructose in Saccharose, deren Menge sich auf 
mehr als das Dreifache vergréBerte. 


Hieraus ziehen wir den SchluB, daB entsprechend der Entwicklung 
nicht nur das Reifen der Friichte, sondern auch das Reifen der Zucker- 
arten verliuft, wobei als ,,reiflichster‘‘ Zucker die Saccharose erscheint 
Eine solche Umwandlung der Zuckerarten wird von uns noch durch 
ein Beispiel illustriert. 


Versuch 4. 


Die Samen ein und derselben Sorte Wassermelonen (Sareptasche) 
wurden in Astrachan und in Taschkent ausgesaét; in letzterem Falle waren 
die klimatischen Verhialtnisse in betreff tiberschiissiger Feuchtigkeit un 
Sonne besonders giinstig. 


Die Gesamtmenge der Zuckerarten im Safte dieser Wassermelonen- 
sorte, welche unter verschiedenen geographischen Bedingungen auf- 
gewachsen war, unterschied sich wenig, aber die Menge der Mono- 
saccharide verminderte sich, und auf Kosten der letzteren hat sich 
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Saccharose gebildet, deren Menge in Taschkent fast zweimal gestiegen 
war; von Interesse ist, daB das Ubergewicht der Fructose iiber Glucose 
in beiden Punkten fast ein und dasselbe (1,3 bis 1.4) wie in den vorigen 
Beispielen ausmacht. 

Tabelle IV. 


Gehalt an Zuckerarten im Wassermelonensaft (Sarepta) von der Ernte 
des Jahres 1928. 





Summe ‘ 
der Verhaltnis 
Aussaats N oO Glucose Fructose Saccharose Zuckers der Fructose 
punkt Breite Lange arten zur Glucose 
" ju ° nach Inversion 
0 0 0 
Astrachan 46°18’ 57°44’) 2.30 3,67 1,10 7,13 | 1,4 
Taschkent 41926’ | 69°20’ 1,77 2,63 3,00 7,60 1,3 


Bisher haben wir unsere Beobachtungen iiber die Umwandlung 
der Zuckerarten in den Wassermelonenfriichten, welche sich auf der 
Mutterpflanze befinden, angestellt, aber eine ebensolche Umgruppierung 
der Zuckerarten wird auch in den Friichten beobachtet, welche von der 
Pflanze abgenommen und zum Nachreifen stehengelassen worden waren. 
AuBer den Analysen am Orte des Wachsens der Wassermelonen wurde 
auch die Untersuchung auf Zuckergehalt derjenigen Exemplare angestellt, 
welche uns in das Laboratorium nach Leningrad zugestellt wurden; 
die erzielten vergleichenden Daten zeigten uns, daB im Laufe von 
2 bis 3 Wochen, die von der Abnahme der Frucht bis zu deren Analyse 
verstrichen waren, Nachreifungsprozesse stattfanden, welche zur Ver- 
mehrung der Saccharose im Safte gefiihrt hatten. 


Versuch 5. 
Die Friichte wurden in Astrachan analysiert und denselben analoge 
Exemplare nach Leningrad geschafft. Die Resultate der Mittelanalysen 
sind in der Tabelle V zusammengestellt. 


Tabelle V. 


Veranderung der Zuckerarten im Saft der Wassermelonen, welche von der 
Mutterpflanze abgenommen waren; Ernte im Jahre 1927. 





} en Summe Vermehrung 
Wasser: der Glucose Fructose | Saccharose der Zuckers _ der 
melonensorte | Analyse arten Saccharose 
® 0 °%lo ° 0 bd fn ° 0 
ai. {i 31. VII | 1,84 3,72 3,22 8,44 - 
Mureschke | 91, IX.| 1,06 2.91 4.43 8,63 1,21 
a {| 16. VIIT. 2,76 3,56 3 as Ge? — 
; 1, 15. IX. 1,29 3,41 2,16 6,97 0,59 
Bogatjir {/ 10. IX. 2,28 3,72 1,65 7,76 — 
, i 25. IX. 1,94 3,32 2,41 7,80 0,76 
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Also dauert das Vermehren der Saccharosemenge auf Kosten der 
an der Mutterpflanze begonnenen Abnahme an Monosacchariden auc} 
in den Wassermelonenfriichten nach der Einerntung fort. 

Dieser Umgruppierungsproze8 von Zuckerarten dauert jedoc\ 
nur wahrend der ersten Wochen der Aufbewahrung der Friichte fort; 
im weiteren (6 bis 7 Wochen) beobachteten wir schon sowobl eine all. 
gemeine Abnahme der Summe der Zuckerarten als auch die Abnahme 
der Saccharosemenge; so war in einem von uns untersuchten Falle 
die Menge der Zuckerarten im Safte von 8,75°%, bis auf 6,72°%%, die 
Menge der Saccharose von 3,58°,, bis auf 1,49°, gesunken. 

Zu dieser GesetzmaBigkeit der Zuckerartenumwandlung beim Reifen 
der Wassermelonen miissen wir noch hinzufiigen, daB sich ein ahnliches 
Bild auch beim Reifen der Melonen ergibt. Die Analysen aus dem Jahre 1928 
in Taschkent ergaben uns Beispiele von einer groBen Saccharoseanhaufung : 
in einzelnen Fallen fanden wir 9,42°, Saccharose, 1,70°% Glucose und 
1,23°, Fructose. Im Anfangsstadium der Entwicklung, wo die Friichte 
nur 44 g wogen, fehlte die Saccharose ginzlich, die Fructose war mit 0,42 ° 
und die Glucose mit 0,68°, vertreten. Zum Unterschiede von den Wasser- 
melonen besitzen die Melonen in allen Entwicklungsstadien der Frucht 
im Safte ein Ubergewicht der Glucose iiber Fructose. 

Indem wir zu der Zuckerumwandlung bei den Wassermelonen 
zuriickkehren, sind wir geneigt, anzunehmen, daB die Saccharose als 
ein Kennzeichen der Kultur der gegebenen Wassermelonensorte 
erscheint. Davon tiberzeu,t uns auch der Umstand, daB im Selektions- 
prozeB der Kultursorten Solche ausgeschieden werden, welche unter 
giinstigen klimatischen Verhaltnissen bis 5,29 bis 5,47 °/, Saccharose 
anhaufen. 

Wenn wir auBerdem die wilden Sorten der Wassermelone, welche 
als Stammsorten unserer Kulturwassermelone erscheinen, betrachten., 
befremdet uns sowohl der niedrige Gehalt an Zuckerarten in denselben, 
wie das vollstandige Fehlen der Saccharose ; betrachten wir die Wasser. 
melonenarten vom phylogenetischen Standpunkte aus, so kommen wir 
zu der Uberzeugung, da8 im Evolutionsgang, wo neue Arten geschaffen 
wurden, der Ubergang von den einen zu den anderen nicht nur durch 
morphologische Kennzeichen, sondern auch durch chemische cha- 
rakterisiert wurde. So hat sich in denselben eine groBe Menge Zucker. 
arten ausgebildet, unter denen als Endzucker die Saccharose erschien 


Wir fiihren Analysen von einzelnen Wassermelonen aus der Ernte 
des Jahres 1928 in Turkestan an und bringen dieselben in der Reihen- 
5 . r 
folge des Ubergangs von wilden zu Kulturformen. 


Wir sehen, wie der Ubergang zu den kulturellen Formen nicht nur 
durch das Auftreten des hohen Zuckergehalts, durch Anhaufung von 
Saccharose, sondern auch durch Erhéhung des Verhialtnisses der 
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Summe Aso! Verhaltnis 


Glucose Fructose | Saccharose | Zuckerarten| ¢t Fructose 
Wassermelonenart | sane Clana 
%lo lo %o 5 | nach Inversion 


Wilde (Citrullus colo- 


Se) ee eee 0,48 0,33 0 0,81 0,69 
Zukatsorte (Citrullus 

colocynthoides). . . 0,99 1,12 0 2,11 1,13 
Halbwilde (Citrullus 

fistulosus) .. .... 2,30 2.44 1,0 5,80 1,01 
Kultivierende (Citrullus 

eae 2,30 3,60 3,0 8.9 1,34 


Fructose zur Glucose, welches bei wilden Arten gleich 0,6, bei der 
kulturellen in unserem Beispiele bis 1,34 erreicht, charakterisiert wird. 


In einer Reihe von Fallen wurde in den gereiften Friichten der 
Wassermelone bei der Analyse nach der Inversion das Verhialtnis 
Fructose + 1, Saccharose 
beobachtet : ; = , nahe 1,3 bis 1,4; diese Zahl, 
Ghicose + 1, Saccharose 
welche als Resultat des Reifens erzielt wird, verandert sich wenig beim 
Aufbewahren der Friichte. Die Saccharose beginnt sich erst dann zu 
bilden, wenn die Fructose ein Ubergewicht tiber die Glucose erreicht 
und sich zu derselben in ein bestimmtes Verhaltnis stellt. 





Es ist bekannt, daB in vielen Friichten die Menge der Fructose 
gewohnlich die der Glucose tiberwiegt; bei den Apfeln betriigt dieses 
Ubergewicht das Zwei- bis Dreifache. Fiir einzelne Apfelsorten und fiir 
verschiedene Reifestufen derselben ist das Verhaltnis der im Safte ent- 
haltenen Zuckerarten bedeutenden Schwankungen unterworfen, welche 
selbst fiir ein und dieselbe Sorte Apfel, je nach den klimatischen Faktoren, 
beobachtet werden. Caldwell! hat in einer groB angelegten Arbeit 
gezeigt, daB ein und dieselbe Sorte Apfel (Baker) in ein und demselben 
Punkte (in der Nahe von Washington) im Jahre 1920 die Gesamtsumme 
von Zuckerarten — 9,36°%, und 0,18°%, Saccharose ergab, und im 
Jahre 1923 — 13,28°, und darunter 4,74°;,, Saccharose. Somit sehen 
wir, daB die chemische Zusammensetzung der Friichte als das Resultat 
einer Reihe innerer physiologischer, bei der Reifung stattfindender 
Prozesse erscheint. Als besonders interessant ist zu vermerken, da bei 
all dieser groBen Veranderlichkeit der einzelnen Zuckerarten manchmal 
Falle von GesetzmaBigkeit beobachtet werden. Unlangst ist eine 
Arbeit von Evans? aus Blackmans Laboratorium veréffentlicht worden, 
wo der Autor die beim Aufbewahren der Apfel itber 4 bis 5 Monate statt- 


1 Y.S. Caldwell, Journ. of Agric. Research 36, 289, 1928. 
2 D. J. Evans, Ann. of Bot. 42, 1, 1928. 
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findenden chemischen Veranderungen beobachtete; gewéhnlich sink: 
die Menge der Saccharose bei andauerndem Aufbewahren, aber das 
Verhaltnis der Fructose zur Glucose nach der Inversion des Saftes blie!) 
um diesen Zeitraum bei einer der Sorten konstant, denn die Verinde 
rungen in diesem Verhaltnis fanden nur in den Grenzen 2,30 bis 2.40 
statt. 

Die Ziichter sorgen fiir die Erzielung nicht nur solcher Sorten 
Friichte, die eine groBe Menge Zuckerarten enthalten, sondern auc}) 
solcher, in denen unter diesen Zuckerarten die Fructose und die Saccha 
rose als Vertreter der die grébten SiBigkeitsempfindungen hervor 
rufenden Zuckerarten hervorragen. 


Bei den Wassermelonen fand das Aussortieren solcher Sorten im 
Laufe einer langdauernden Periode statt, wahrend welcher die wilden 
Sorten durch den Menschen in kulturelle zerwandelt werden. 


Was ist der Sinn all dieser Zuckerumwandlungen in den Zellen 
der reifenden Wassermelonenfrucht ? Bei einem erhéhten Gehalt an 
Monosacchariden in den Zellen wird ein bedeutend erhéhter osmotischer 
Druck hervorgerufen; wenn dieser Druck infolge der Anhaiufung von 
Monosacchariden sehr gro8 wird, so findet eine Vorbereitungsarbeit 
statt: die Glucose geht iiber in Fructose, und dann werden dieselben zu 
Saccharose synthetisiert ; diese letzte Reaktion ergibt eine Verminderung 
des osmotischen Druckes um das Zweifache. AuBerdem erscheint die 
Saccharose als bestes Vorratskohlehydrat auch deswegen, weil die 
Protoplasmamembran der Zelle fast undurchdringlich fiir dieselbe 
erscheint. 


In diesen Vorziigen der Saccharose im Vergleich zu den Mono- 
sacchariden besteht der ganze physiologische Sinn der beim Reifen 
der Friichte stattfindenden Veranderungen. 


Zum Schlu8 kommen wir zu den Folgerungen: 


Beim Reifen der Wassermelonenfriichte findet eine Anhaufung 
und Umgruppierung der Zuckerarten statt. Als erste in eintagigen 
Friichten vorhandene Zuckerart erscheint die Glucose, dann wird in 
den folgenden Stadien in geringer Menge die Fructose gebildet, darau! 
wachst die Menge der Monosaccharide und die Fructose erhalt ein 
bedeutendes Ubergewicht tiber die Glucose. Ist dieses geschehen 
so beginnt die Umgruppierung der Monosaccharide in Saccharose, 
deren Mengen die ganze Zeit bis zur vélligen Reife wachst. 


Die Menge der Saccharose charakterisiert nicht nur die Reifungs- 
stufe der Wassermelone, sondern auch die Art und die Sorte derselben. 
Der Ubergang von den wilden Formen der Wassermelonen in die Kultur- 
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formen wird von einer Gesamtanhaufung von Zuckerarten und von 
Erscheinungen der Saccharose begleitet. 
Die Prozesse der Zuckerartenumgruppierung, welche beim Reifen 
in zwei Phasen verlaufen: 
1. Glucose — Fructose. 
2. Glucose + Fructose —> Saccharose. 
finden auch in den ersten 2 bis 3 Wochen nach der Abnahme der Friichte 
von der Mutterpflanze statt. Das Verhaltnis der Fructose zur Glucose 
sei ' _ Fructose -+- '/, Saccharose 
im Safte der Wassremelone nach der Inversion ——————__-—— — 
Glucose + 4/, Saccharose 
wachst in dem MaBe des Reifens und am Ende nahert es sich einer be- 
stimmten GréBe, welche in den Grenzen 1,3 bis 1,4 bleibt. 

















Uber den Fermentgehalt in Samen verschiedenen Ursprungs. 


Von 
Maria J. Lischkewitsch und S. P. Prizemina. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Instituts fiir angewandte 
Botanik in Leningrad.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1929.) 


Das Studium der Pflanzensamen beziiglich ihres Fermentgehalts 
nimmt in der Biochemie einen breiten Raum ein. Die dieser Frage 
gewidmete Aufmerksamkeit erklart sich durch die auBerst wichtige 
Rolle, welche die Fermente im Pflanzenleben spielen. Die Umwandlung 
der Stoffe beim Keimen des Samens und bei der Anhaiufung von Vor- 
raten in demselben stellt eine Reihe komplizierter, mit der Tatigkeit der 
darin enthalteneh Enzyme verbundener Reaktionen dar. Aber nicht 
nur in aktiven, sondern auch im ruhenden Samen bewahren die Enzyme 
ihre Kraft. Uber die Aktivitaét der Fermente in solchen Samen kann 
man sich ein Urteil bilden, z. B. nach der unlangst erschienenen Arbeit 
von Bach, Oparin und Wdahner', in welcher die Umwandlung der Fer- 
mente wihrend des Reifens der Samen verfolgt wurde; in dieser Arbeit 
ist gezeigt worden, daB die Menge der Fermente eine bestimmte Gribe 
erreicht, dann bis zu einem Maximum steigt und weiterhin je nach dem 
Reifen allmahlich abinmmt, um dann auf einem bestimmten Werte, 
welcher fiir die Samen der gegebenen Pflanze charakteristisch ist, 
stehenzubleiben. Eine solche Abnahme der Fermentkraft beim Reifen 
der Samen findet dank einem teilweisen Ubergang derselben in das 
Zymogenstadium statt. Die Menge des in den Ruhestand tibergegangenen 
Ferments kann nicht bestimmt werden; in den ruhenden Samen kénnen 
wir nur den aktiven Teil bestimmen. Die genannten Autoren haben die 
Oxydationsfermente, wie auch die Amylase, Protease und Katalase 
studiert. Der zymogene Zustand der Lipase wurde von Green? in den 


1 A. Bach, A. Oparin und R. Wadhner, diese Zeitschr. 180, 362, 1927. 
2 Green, Proc. Roy. Soc. 48, 370, 1890. 
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ruhenden Ricinussamen becbachtet. Spater haben Cohnstein, Hoyer 
und Wartenberg! gezeigt, daB die Lipase nur bei einem bestimmten 
Aziditatsoptimum wirkt, welches wahrend des Keimens erreicht wird; 
dieses Optimum (px = 4,7) ist von Willstdtter? angegeben worden, 
welcher gezeigt hat, daB die Lipase in ruahendem Samen nicht tatig ist. 


In der Literatur wurde noch nicht darauf hingewiesen, daB die Ferment - 
kraft in ruhenden Samen sowohl von der Samenart als auch von den Be- 
dingungen abhingig ist, unter denen dieselben sich entwickelt haben. 
Oparin und Pospelowa* haben die Verainderung der Kraft der Katalase, 
Amylase und Peroxydase in den Weizensamen im Verlauf von 5 Jahren 
studiert. Uber den Grund der Schwankungen in der Fermentkraft wissen 
wir wenig. Einige Vermutungen kénnen wir auf Grund der Arbeiten von 
M.E. Pronin* aufstellen, welcher gezeigt hat, da bei frithreifenden 
Weizensorten die Katalase und Amylase in den ersten Entwicklungsstadien 
bedeutend starker sind, als bei den spatreifenden Sorten. Aus diesen Daten 
kann man den SchluB ziehen, da’ es dank der Fermentzunahme der 
Pflanze gelingt, in einem kiirzeren Zeitraum mit der Aufgabe der Um- 
wandlung und der Anhéufung der nétigen Stoffe fertig zu werden. 

Die Kraftverinderung der Amylase und Katalase wahrend des Auf- 
bewahrens des Korns ist von Oparin und Djatschkow® bemerkt worden. 
In der Arbeit von Maestrini® sind Daten enthalten, welche zeigen, daB 
nach vierjahrigem Aufbewahren der Gerstenkérner in trockenem Zustande 
die Aktivitaét der Katalase und Amylase merkbar nicht abgenommen hat, 
wahrend die Protease einen bedeutenden Teil ihrer Kraft eingebiiBt hat. 
L. Rhine? hat eine Abnahme der Katalase in den ersten Tagen des Keimens 
bei verschiedenen Samen und eine Zunahme derselben am sechsten und 
siebenten Tage beobachtet. In der Literatur tiber Samenkunde wurden 
éfters Versuche gemacht, die Abhangigkeit zwischen dem Fermentgehalt 
in den Samen und ihrer Keimfahigkeit festzustellen. Neméc und Duchon® 
haben in den Samen verschiedener Leguminosen einen gewissen Par- 
allelismus im Gehait der Katalase und in der Lebenstatigkeit der Samen 
entdeckt. Nichtkeimfaihige Samen enthielten in ihren Versuchen keine 
Katalase. Ahnliche Resultate erzielten Wilmarin und Cazoubon*, welche 
mit verschiedenen Erbsenarten arbeiteten. Offenbar existiert eine solche 
Abhangigkeit nur bei einzelnen Pflanzen, denn dieselben Autoren haben 
keine solche Abhangigkeit in den Samen anderer Pflanzen beobachtet ; 
sie haben Fille notiert, wo keimunfaihige Samen Katalase von bedeutender 
Kraft aufweisen. Solche Tatsachen sind auch von Gracanin' berichtet 
worden.” Besonders deutlich ist das Fehlen eines Zusammenhangs zwischen 
dem Katalasegehalt und der Lebenstatigkeit der Samen in der Arbeit von 


Cohnstein, Hoyer, Wartenberg, Chem. Ber. 35, 3988, 1902. 

Willstatter und Waldschmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1384, 161, 1924. 
A. Oparin und N. Pospelowa, diese Zeitschr. 189, 18, 1927. 

M.E. Pronin, Tagebuch des III. Botan. Kongress. 1928 (russ.). 
Oparin und Djatschkow, diese Zeitschr. 196, 289, 1928. 

D. Maestrini, Atti R. Accad. dei Lincei Roma. (5) 31, II, 161. 
Louisa E. Rhine, The Botanical Gasette 78, 46, 1924. 

Neméc und Duchon, Compt. rend. 174, 632, 1921. 

Wilmarin et Cazoubon, ebendaselbst 175, 50, 1922. 

M. Gracanin, diese Zeitschr. 180, 205, 1927. 
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Crocker und Harrington’ gezeigt worden; in ihren Versuchen haben « 
Samen des Sudangrases binnen 8 Jahren die Halfte ihrer Katalasekra(; 
eingebuBt, waihrend das Keimungsprozent der Samen ebenso hoch (98 
geblieben war ; andererseits hatte sich die Katalasekraft bei den Amaranthus 
samen in 24 Jahren nicht verdndert, wahrend die Keimfahigkeit diese 
Samen von 100 auf 0°, gefallen war. 

Aus den angefiihrten Daten ist zu ersehen, daB eine Gesetzmiibig- 
keit 6fters nur fiir Samen von einer Pflanze charakteristisch ist und dai 
verallgemeinernde Schliisse mit gr6éBter Vorsicht zu ziehen sind. Da 
wir im Besitze des Materials der geographischen Aussaat NV. J. Vavilovs 
waren, unternahmen wir es, die Verainderung der Fermentkraft in 
ruhenden Samen verschiedener Weizen- und Gerstesorten zu verfolgen 
Das Material reinster Sorte dieser Pflanzen wurde in den voneinande: 
entferntesten Punkten in SowjetruBland (von 60°45’ bis 37° nérdl 
Breite und von 30° 16’ bis 69° 20’ dst]. Linge) ausgesit. Dieses Material 
wurde von diesen Stellen aus in unser Laboratorium gesandt und diente 
als Objekt unserer Untersuchung ; an diesem Material ist es uns gelungen, 
den EinfluB klimatischer Faktoren auf den Gehalt verschiedener Fer- 
mente zu verfolgen. 


Nicolai N. Iwanoff* hat einige Arbeiten iiber die Anderung der 
chemischen Zusammensetzung dieser Samen_ ver6ffentlicht, und 
Nicolai N. Iwanoff und M. J. Lischkewitsch® haben ihre Aufmerksam- 
keit auf den verschiedenen Gehalt der Katalase in Gerstekérnern ver- 
scliedenen Ursprungs gelenkt. In dieser Arbeit haben wir den Gehalt 
an Katalase, Amylase und Protease in den Gerste- und Weizenkérnern 
und an Lipase in den Ricinussamen untersucht. 


Der gréBte Teil der Bestimmungen der Katalasekraft wurde nach 
dem etwas veranderten Verfahren von Bach und Oparin‘ ausgefiihrt 
2 g Mehl aus lufttrockenen Gerste- oder Weizenkérnern wurden wahrend 
2 Stunden mit 50 ccm destilliertem Wasser bei Zimmertemperatur 
digeriert. 20 ccm des Filtrats wurden mit 20 cem Wasser und 3 ccm 
1°,iger H,O,-Lésung (Merck) versetzt und bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Nach 30 Minuten wurden 5 ccm 10°, iger H,SO, 
hinzugefiigt und das zuriickgebliebene H,O, mit n/10 K MnO, zuriick- 
titriert. Der Unterschied zwischen dem Kontroll- und dem Haupt- 
versuch stellte die Katalasearbeit dar, welche in Kubikzentimetern 
n/l10 KMnO, ausgedriickt und auf 1 g Mehl umgerechnet wurde. 


1 W. Crocker and G. F. Harrington, Journ. of Agron. Research 15, 
237, 1918. 

2 N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 182, 88, 1927; Bull. of Applied 
Botany 21, Nr. 4, 1929 (russisch). 

* N. N. Iwanoff und M. Lischkewitsch, ebendaselbst 21, Nr. 4, 1929. 

* A. Bach und A. Oparin, diese Zeitschr. 184, 183, 1922. 
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Die Amylase wurde ebenso nach Bach und Oparin bestimmt. 
2g Meh] wurden mit 50ccm Wasser in einer mit Korkstopfen ver- 
schlossenen Erlenmeyerflasche im Thermostaten bei 35° wiahrend 
22 Stunden digeriert. Als Antiseptikum diente Toluol. Der abfiltrierte 
Auszug wurde fiir die Zuckerbestimmung (der Maltose) nach Bertrand 
benutzt. Der Unterschied zwischen dem wirksamen und dem blinden 
Versuch stellt die Amylasearbeit dar. Die Ergebnisse wurden ebenso 
in Kubikzentimetern n/10 KMn0O, ausgedriickt. 

Zur Bestimmung der Proteasekraft wurde der Auszug nach Bach 
und Oparin hergestellt. 4g Mehl wurden mit 50 com Wasser 48 Stunden 
lang bei 35° digeriert. Als Antisepticum diente Toluol und Chloroform. 
Der abfiltrierte Auszug, welcher die durch die Proteasewirkung ent- 
standenen Aminosauren enthielt, wurde fiir die Stickstoffbestimmung 
nach van Slyke verwendet. Die Fermentkraft! wird von uns in Milli- 
grammen Aminostickstoff ausgedriickt, welcher bei der EiweiBautolyse 
aus 1g Mehl gebildet wurde. 

In den Wasserausziigen wurde die Bestimmung des py des Mediums 
auf kolorimetrischem Wege (Folien-Kolorimeter nach Wulf) ausgefiihrt. 

Unter Benutzung der genannten Digestionsmethode bestimmten 
wir die Fermente Katalase und Amylase in der Gerste etlicher Sorten, 
welche an verschiedenen Orten, vom auBersten Norden bis zu siidlichen 
Gegenden, aufgewachsen waren. 


Tabelle I. 


Vergleichender Gehalt an Katalase und Amylase in den Kérnern ein 
und derselben Gerstesorte, aber aus verschiedenen nérdlichen und siidlichen 
Orten SowjetruBlands. Die Fermentkraft ist nach Bach und Oparin in 
Kubikzentimetern n/10 K MnO, ausgedriickt. Ernte der Kérner von 1926. 








Kraft 
Nérdliche  Ostliche 
Sort Punkte - ons EE 
oi Beoite Lange Katalase Amylase 
eo Perm 58°01’ 56° 16’ 7,2 15,5 
Hordeum = “0Fdlen Leningrad 59 56 = 30 16 21 123 
vulg. var. : : Os , is é 
nutans Siiden Nordl. Kaukasus 45 17 40 30 0,5 4,6 
- Fergana 41 03 71 41 0,4 5,0 
Archangelsk 64 33 40 32 15,8 10,1 
Norden Nowgorod 58 40 31 15 7,7 10,8 
Hordeum Leningrad 59 56 30 16 4, 8.2 
vulg. var. : pees ; 
pallidum Jekaterinoslaw 48 21 35 27 0,4 6,3 
Siiden Cherson 46 38 32 37 0,9 4.5 
Fergana 41 03 71 41 0,3 3,0 


1 Die fiir die Protease angefiihrten Zahlen stellen den Unterschied 
zwischen den Angaben des Versuchs und der Kontrolle dar; in letzterem 
Falle wurde das Ferment durch Siedehitze abgetétet. 
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Aus den angefiihrten Daten ist eine bestimmte Abhangigkcit 
des Fermentgehalts vom Aussaatort zu ersehen. Der hohe Ferment. 
gehalt im Norden sinkt beim Vorriicken nach dem Siiden. Die gleiche 
GesetzmaBigkeit im Gehalt an Katalyse und Amylase wurde von uns 
stets an verschiedenen Gerstesorten von verschiedenen Jahrgiangen 
beobachtet. Wir fiihren noch eine Reihe Bestimmungen in Gerste- 
arten der Ernte 1928 an. 


Tabelle II. 


Vergleichender Gehalt an den Fermenten Katalase und Amylase in den 
Gerstesorten aus den geographischen Versuchen der Ernte 1928. 





Hordeum vulg. var. Hordeum vulg, var 
pal. jarenskianum pallidum 


Nérdliche| Ostliche Kraft Kraft 


Breite | Lange 
} 


Sorten : 





Punkte 





Katalase Amylase Katalase Amylase 


Leningrad 59°56’ 30°16’ 9,92 | 23,17 5,08 | 14,04 
Norden Krassnoufimsk 56 40 | 57 45 15,81 | 18,14 | 12,73 36,48 
Moskau 55 50 | 37 33 3,78 | 12, 2,52 | 13,31 


2,73 
Charkow 50 00 36 14 0,88 9,77 0,57 8,68 
Taschkent 41 26 69 20 0,76 7,25 0,50 5,78 
Siidlicher | Bakuriani, Hohe 
Berg- 1670m aber 4145 43 31 16,63 | 23,81 10,84 20,54 
punkt Meeresspiegel 


Siiden 


Hier wird wieder ein Parallelismus im Gehalt an Katalase und 
Amylase in den nérdlichen und siidlichen Punkten beobachtet. Beim 
Vorriicken von Norden nach Siiden nimmt die Wirksamkeit der Fer- 
mente ab. Eine Ausnahme bildet der Punkt Bakuriani, wo der Ferment- 
gehalt ebenso hoch wie im Norden ist. 

Wenden wir uns nun dem Gehalt an Proteaseferment zu und 
bestimmen wir dessen Kraft in einer Sorte von verschiedenen Punkten, 
so finden wir dieselbe GesetzmaBigkeit beim Vorriicken von Norden 
nach Siiden vor, wie bei der Katalase und Amylase. 


Tabelle III. 


Vergleichender Gehalt an Protease in ein und derselben Gerstesorte 
(Hordeum distichum var. persicum). Ernte 1928. 





| Menge N HosN | 
} Nérdliche Ostliche | nach van Slyke Pu 
| 


Punkte Breite Lange | in 1g Mehl 
Norden Moskau || 55°80’ | 37933’ 1,29 6,0 
Sade Nordl. Kaukasus| 45 17 40 30 0,99 5,9 
oo Taschkent | 41 26 69 20 0,51 5,9 
-ennason a Bakuriani | 4145 | 43 31 2,37 5,9 
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AuBer der Gerste besaBen wir Material geographischer Aussaat 
von Weizen. Es war von Interesse, an diesem Material aufzuklaren, 
ob eine Beziehung zwischen der Katalase und Amylase und eine erhéhte 
Tatigkeit der Fermente im Norden nur in den Grenzen einer Gersten- 
kultur besteht, oder ob diese Abhangigkeit eine viel weitere Verbreitung 
aufweist. 

Tabelle IV. 
Vergleichender Gehalt an Katalase und Amylase in den Weizensorten 
(Trit. vulg. var. erythrospermum). Ernte 1926. Die Fermentkraft ist in 
Kubikzentimetern n/10 K MnO, ausgedriickt. 











Kraft 
Noérdliche Ostliche 
Punkt : ; — — - 
end Breite Lange Katalase Amylase 
Priladoga 59° 52’ 31°25’ 30,0 21,9 
Norden Leningrad 59 56 30 16 32,6 ‘17,6 
Nowgorod 58 40 31 15 32,9 19,7 
Siden Jekaterinoslaw 48 21 35 27 15,4 6,3 
: Fergana 41 03 71 41 16,4 7.6 
rsestaned Bakuriani 4145 | 43 31 26.4 17,5 
Bergpunkt 


Betrachten wir die Tabelle IV. so sehen wir, da die in gleichen 
Einheiten ausgedriickte Katalase im Weizen bedeutend héher als in 
der Gerste ist, aber die Verhaltnisse zwischen den Fermenten in Kérnern 
verschiedenen Ursprungs bleiben dieselben; wie bei der Gerste, so nimmt 
auch beim Weizen die Kraft der Fermente beim Vorriicken nach Siiden 
ab, obgleich wir hier keinen so schroffen Unterschied in der Katalase- 
kraft in den Kérnern nérdlicher und siidlicher Herkunft beobachten. 
Wahrend bei der Gerste dieser Unterschied das 20fache und mehr 
erreicht, betragt derselbe beim Weizen nur das Zwei- bis Dreifache. 

Die Arbeit von N. N. Iwanoff (l.c.) enthalt Hinweise, daB die 
siidlichen Gebirgsgegenden Samen ergeben, deren chemische Zusammen- 
setzung sich derjenigen der nérdlichen Punkte nahert. So produzierte 
der kaukasische Gebirgsort Bakuriani Gerste- und Weizenarten mit 
niedrigem Eiweifstoffgehalt, und das Ol derLeinarten in diesem Punkve 
besitzt eine ebenso hohe Jodzahl, wie in den nérdlichen Punkten. Es 
erweist sich, daB auch in betreff des Fermentgehalts Bakuriani den 
nérdlichen Punkten gleichgestellt werden mu, da der Gehalt an 
Katalase, Amylase und Protease in Bakuriani sehr hoch ist und manch- 
mal sogar den Fermentgehalt in den nérdlichen Punkten itibertrifft. 


In einigen Einzelfallen im Jahre 1927 in den nérdlichen Punkten 
beobachteten wir eine Abnahme des Katalase- und Amylasegehalts im 
Vergleich zu dem, was wir nach der Analogie mit anderen Versuchen er- 
warten konnten. Diese Ausnahmen bringen wir in Zusammenhang mit 
der Verlangerung der Vegetationsperiode in jenem Jahre. 
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AuBer dem Digestionsverfahren wurde nach Bach und Opariy 
die Katalase gasometrisch! in einem besonderen Apparat und in Ein. 
horns Roéhren, welche gewéhnlich bei der Zuckergirung verwendet 
werden, bestimmt. In letzterem Falle wurde folgendermafen verfahren 
5 g Mehl mit 25 cem Wasser wurden 2 Stunden lang digeriert. In einem 
Reagenzglas wurden 5 ccm Filtrat mit 5 ccm 3° ,iger H,O,-Lésung 
versetzt, gemischt und in ein Einhornrohr so tbergefiihrt, daB der 
obere Schenkel vollstandig gefiillt ist. Nach Verlauf von einigen 
Minuten zeigt sich die Tatigkeit der Katalase; der bei der Reaktion 
ausgeschiedene Sauerstoff erfiillt den langen Schenkel, wodurch dic 
Fliissigkeit in den breiten Teil des Rohres verdringt wird. Im ge- 
gebenen Falle iiberwog die Menge des aus den Getreidearten nérdlicher 
Herkunft ausgeschiedenen Sauerstoffs mehrfach die Sauerstoffmenge 
aus den Kérnern siidlicher Herkunft. In dieser Weise kann leicht 
und schnell der Katalasegehalt beobachtet werden. Dieses Verfahren 
kann fiir Orientierungszwecke verwendet werden. 

Parallel mit der Bestimmung der Fermente wurden auch die p, 
der verwendeten Ausziige bestimmt; die Versuche wurden bei der 
natiirlichen Aziditaét des Mediums ausgefiihrt. In Tabelle V sind die py 
der Gersteausziige (Nord. vulg. var. pallidum) angefiihrt. 


Tabelle V. 





Punkte: Archangelsk Nowgorod Leningrad Jekaterinaslaw Cherson Fergana 
Nérdl. Breite : 64° 33’ 58° 40’ 590 56’ 8° 21’ 46° 38’ 41903’ 


OR ae ce 6,0 6,0 5,8 5,4 5,6 5,6 


Aus der Tabelle ist zu ersehen, wie das py in der Gerste beim 
Vorriicken von Norden nach Siiden abnimmt. Von Interesse war. 
aufzuklaren, wie das py die Katalasekraft beeinfluBt. Es wurden 
Gerstekérnerausziige untersucht, die in Nowgorod pq = 6,0 und in 
Jekaterinoslaw py = 5,4 zeigten. Dann wurde das pq im Nowgorodschen 
Samen auf px = 5,4, wie im Jekaterinoslawschen, gebracht und die 
Katalasearbeit in diesen beiden Serien bestimmt. Es wurden folgende 
Resultate erzielt: 





pate : ‘Ki it | ker ft K tal k: ft 

Punkte Pu | in com n/10 KMnO, Pu | in cem n/10 K MnO, 
are a 6,0 8,9 5,4 8,2 
Jekaterinoslaw .. . 5,4 0,5 5,4 0,5 


Aus den erzielten Resultaten geht hervor, daB die Veranderung 
von px keine wesentlichen Verinderungen in der Katalasearbeit nach 





1 Ausfiihrlicher s. N. N. Iwanoff und M. Lischkewitsch, Bull. of Applied 
Bot. 21, Nr. 4, 1929 (russisch). 
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sich gezogen hat. AuBerdem stellten wir einen Versuch an, in welchem 
die Ausziige auf ein py = 5,0 gebracht wurden, und bestimmten dann 
die Amylasearbeit, wie gewéhnlich, nach Verlauf von 22 Stunden. 
Parallel wurde ein Versuch mit einem px, angestellt, welches fiir den 
gegebenen Auszug normal erscheint. Es wurden folgende Resultate 
erhalten. 





Punkte Pu Amylasekraft PH Amylasekratt 
normal gebracht zu 
anit Leningrad . 6,1 11,48 5,0 11,85 
| a: s < 6,2 10,56 5,0 10,36 
Siiden Taschkent . 6.1 5.87 5,0 6,73 


Man sieht also, daB die Herstellung eines fiir die Amylase optimalen 
pa keine wesentlichen Veranderungen in der Amylasearbeit Hervor- 
gerufen hat. Folglich ist der bestehende Unterschied in der Katalase- 
und Amylasekraft in den nérdlichen und siidlichen Punkten der Ferment- 
kraft und nicht jenen geringen Schwankungen des py, welche in den 
Ausziigen stattfinden, zuzuschreiben. 

Da wir aufklaren wollten, ob nicht eine Abhangigkeit zwischen der 
hohen fermentativen Fahigkeit in den K6rnern ndérdlichen Ursprungs 
und dem geringeren Gewicht einzelner Korner besteht, unternahmen wir 
die Zahlung der Kérnermenge in 1g. Die kleineren Samen kénnten eine 
gréBere Menge Fermente enthalten, aber eine solche Abhangigkeit zwischen 
der KerngréBe und dem Fermentgehalt wurde weder bei der Gerste noch 
beim Weizen beobachtet. 

Aus den oben angefiihrten Arbeiten ist bekannt, da8 wahrend des 
Reifens der Samen die Fermentkraft abnimmt, dank dem Ubergang in 
den zymogenen Zustand. Ahnliche Hinweise finden wir auch in der Arbeit 
von Crocker und Harrington (1. c.), welche gezeigt haben, daB die Aktivitat 
der Katalase sowohl von der Samenreife als auch von der Zeit der Ernte- 
abnabme abhangig ist. Die unreifen Samen enthalten eine gréBere Katalase- 
menge als die reifen. Als wir in unserer Arbeit unreife Kérner wihlten, 
beobachteten wir ebenfalls eine erhéhte fermentative Aktivitaét in denselben. 

Wir kamen nun auf den Gedanken, die starke Tatigkeit der Fermente 
in den Samen nérdlicher Herkunft durch deren unvollstandige Reife 
zu erklaren, welch letztere nach irgendwelchen auBerlichen Merkmalen 
nicht festzustellen ist. Die Besichtigung der Korner zeigt, daB dieselben 
dem auBeren Anschein nach reif sind, aber offenbar machten sich an 
ihnen die klimatischen Einfliisse in der Weise geltend, daB alle inneren 
Prozesse, die zur volligen physiologischen Reife fiihren, nicht bis zu 
Ende verliefen. 


Unsere Vermutungen in betreff der inneren Unreife der Samen in 
den nérdlichen Breiten, welche durch andere Verfahren nicht nach- 
zupriifen sind, fanden ihre Bestatigung in den Daten, welche bei der 
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Untersuchung der Lipase in den Ricinussamen erzielt wurden. Dic 
Ricinuspflanze erstreckt sich innerhalb der Sowjetunion bis Charkow 
(50° nérdl. Breite), aber hier wird sie nicht ganz reif. Von Cherson an 
werden die Ricinussamen véllig reif und liefern ein Ol von hoher 
Qualitat. 

Die Lipasekraft wurde nach Wheldale Onslow! bestimmt. Die Ricinus- 
samen verschiedener Herkunft wurden gereinigt und sorgfaltig im Mérse1 
zerrieben. Zu je 2 g Substanz, welche sich in Erlenmeyerflaschen befanden, 
wurden 10 cem Wasser, 2 ccm n/10 Essigsaéure und etliche Tropfen Chloro 
form hinzugefiigt. Die Flaschen wurden mittels Stopfen geschlossen wni| 
auf 12 Stunden in den Thermostaten bei 37° gestellt. Parallel wurde ein 
blinder Versuch mit durch Sieden getétetem Ferment angestellt. Nach 
Verlauf der erwahnten Zeit wurden in die Flasche 25 cem Alkohol gegeben 
und die als Resultat der Lipasetitigkeit entstandenen Fettséiuren wurden 
mittels n/10 KMnO, titriert. 

In Tabelle 6 sind die Daten iiber die Lipasekraft, wie auch dic 
Aziditait des aus diesen Samen erzielten Oles dargestellt. Die Arbeit 
der Lipase ist in Kubikzentimeter n/10 KMn0O,, welche zur Titration 
der unter der Lipasewirkung entstandenen Sauren verbraucht wurden, 
ausgedriickt und bezieht sich auf 1 g Substanz. Die Aziditat des Oles 
ist dargestellt in Milligrammen Kaliumhydroxyd, das zur Neutrali- 
sation von 1 g Ol verwandt wurde. 


Tabelle VI. 


Vergleichender Gehalt an Lipase in Ricinuskérnern (Ricinus communis 
und die Veranderlichkeit der Saurezah! des aus diesen Samen erzielten Oles 
Ernte von 1926 aus verschiedenen Gegenden. 








Punkte Ngeite | Ctange’ | Lipasekratt | G05" Gies 

Westen Nemertschansk. . 48° 40’ 27°40’ | 11,55 12,51 
Charkow .... 50 00 36 14 11,50 6,52 

Ukraine | Poltawa.... . 49 35 34 34 10,40 7,70 
Jekaterinoslaw . . 48 21 35 27 10,02 6,65 

eb ia wes 44 32 34 15 8,32 1,07 

Teshettes Taschkent. ... 41 26 69 20 6,67 1,33 
z  ”  -ePaaeee 37 00 61 00 6,87 1,34 


Die Versuche waren unter Zugabe von Essigsiure und Einstellung 
des py auf 4,5 angestellt worden. Aus den angefiihrten Daten ist zu 
ersehen, daB beim Vorriicken von Norden nach Siiden die Saurezah! 
des Ricinuséles abnimmt und daB parallel auch die Lipasekraft sinkt 
Die hohe Saurezahl ist der Index fiir den Unreifegrad der Samen 
da in dem Ole eine groBe Menge nicht zu Fett veresterte Fettsiure 
enthalten ist. Die Arbeit des Ferments in den fiir die Ricinuspflanze 


M. Wheldale Onslow, Practical Plant Biochemistry. Cambridge 1923. 
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ziemlich nérdlichen Gegenden war gro8; dieses war auch zu erwarten, 
wenn man die verhaltnismaBig hohe Aziditat des Oles in den nérdlichen 
Punkten in Betracht zieht. Aus der Arbeit von Cohnstein (]. c.) wissen wir, 
daB bei neutraler Reaktion die Lipase untatig ist; dieselbe erscheint 
nur nach der Bildung von Sauren beim Keimen oder bei kiinstlichem 
Ansaiuern des Mediums. Bei uns wies die Ricinuspflanze eine grobe 
Lipasekraft in den ruhenden Ricinussamen aus den nérdlichen Punkten 
sogar ohne Saurezugabe auf. 





Ort Lipasekraft Saurezahl des Oles Py des Mediums 
Nemertschansk 6,75 12,51 6,0 
Poltawa “ee 6,32 7,70 5,9 
Taschkent ... 2,27 1,33 6,4 


Diese Daten sind mit der nicht vélligen Reife der Ricinussamen 
in den noérdlichen Punkten zu erklaren; dieselben enthielten eine 
geniigende Menge Saure, welche das Ferment aktivieren kann, obgleich 
es méglich ist, daB es sich hier nicht nur um die Aziditit allein, sondern 
auch um den Gehalt an aktivem Ferment handelt. 


Vergleichen wir nun die Daten unserer Versuche, so sehen wir, 
daB die Samen ein und derselben Pflanzensorte, welche unter ver- 
schiedenen Klimaverhaltnissen, aufwachst, sich nicht nur nach ihger 
chemischen Zusammensetzung, sondern auch nach ihrem physiologischen 
Zustand unterscheiden, was sich in dem verschiedenen Gehalt an Fer- 
menten — Katalase, Amylase, Protease und Lipase — auBert. Die 
Analyse auf Fermentgehalt zeigt in bestimmter Weise, daB die nérd- 
lichen Punkte Samen mit erhéhtem Fermentgehalt liefern, jedoch 
ergibt eine siidliche Gebirgsgegend der Fermentkraft nach dieselben 
Resultate wie die nérdlichen Gegenden. Dieses ]48t uns zu dem Schlusse 
gelangen, das die Summe der klimatischen Faktoren, die Dauer der 
Vegetationsperiode, die Menge der Niederschliage, der Warme. usw. 
den Fermentgehalt in den Samen beeinflussen. Da uns im allgemeinen 
das Bild der Umwandlung der aktiven Fermentkraft in den zymogenen 
Zustand beim Reifen der Samen klar ist, so miissen wir den hohen 
Fermentgehalt als einen Index des inneren physiologischen, nicht 
volligen Reifwerdens der Samen betrachten, jener nicht vélligen Reife, 
welche durch andere Methoden nicht nachzuweisen ist. Von Interesse 
ist es, zu bemerken, da der verschiedene Fermentgehalt als ein physio- 
logisches Merkmal beim Aufbewahren wiahrend einer Reihe Jahre — 
in unserem Falle 3 Jahre — nicht gestért wird. Folglich gelingt es, auch 
im alten Material den Grad der physiologischen Reife der Samen zu 
bestimmen. Auf Grund unserer Versuchsergebnisse darf man behaupten, 
daB der erhéhte Fermentgehalt in den Samen als eine gute Reaktion 
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auf die Reife der Samen erscheint, die vom geographischen Fakto; 
abhangig ist. 

Zum Ende kommen wir zu den Folgerungen: 

1. Ein und dieselben Sorten Weizen und Gerste, welche unte: 
verschiedenen Klimaverhiltnissen keimen und wachsen, liefern Kérner 
welche sich nicht nur in chemischer Hinsicht, wie dieses schon friihe: 
in unserem Laboratorium gezeigt worden war, sondern auch in physio 
logischer Hinsicht unterscheiden. 

2. Die Kérner der Weizen- und Gerstearten, welche von nérd- 
lichen oder bergigen siidlichen Punkten herstammen, enthalten eine 
bedeutend gréBere Menge Katalase, Amylase und Protease. 

3. In diesen Samen wurde eine direkte Proportionalitat im Gehalt 
an Katalase, Amylase und Protease beobachtet. In dem Ricinussamen 
ist es gelungen, eine Beziehung zwischen der Lipasekraft und der hohen 
Siurezahl des erzielten Oles festzustellen. 

4. Der Grund fiir den hohen Fermentgehalt in den Koérnern nérd- 
licher Herkunft ist in den Erscheinungen des nicht vélligen Reifwerdens 
zu suchen, die man mit anderen Mitteln nicht nachweisen kann. 


Zum SchluB sprechen wir Herrn Prof. Nicolai N. Iwanoff, in dessen 
Laboratorium diese Arbeit ausgefiihrt worden ist, unseren besten Dank 
fiir die Leitung wahrend dieser Arbeit aus. 
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Untersuchungen 
zur Membran- und EiweiGwirkung des Coffeins. 


Von 


Heinz Brihl. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Kiel.) 
(Eingegangen am 19. Juni 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Einleitung. 


Den Ausgangspunkt zu den vorliegenden Untersuchungen bildet 
die von Wohlenberg! am iiberlebenden Froschnierenpraparat gefundene 
Tatsache, daB die diuretische Wirkung geringer Coffeindosen in re- 
versibler Weise durch Narkose und Erstickung verhindert werden kann, 
wihrend grofe Coffeindosen regelmaiBig imstange sind, die Narkose 
bzw. Erstickung der Glomerulusfunktion zu durchbrechen. 


Dies Ergebnis wurde von Wohlenberg so gedeutet, daB ,,den kleinen 
Coffeindosen durch Erstickung der aktiven Stoffwechselvorginge in den 
Glomerulusepithelzellen der Angriffspunkt entzogen wird’; die ,,groBen 
Coffeindosen dagegen kénnten vielleicht eine physikalisch-chemische Ver- 
ainderung der Glomerulusmembran im Sinne einer reversiblen Permea- 
bilitatssteigerung‘* hervorrufen, der gegeniiber das Narkoticum machtlos 
sei. Meine eigenen ®?, an die Untersuchungen von Wohlenberg anschlieBenden 
mikroskopischen Beobachtungen an der kiinstlich mit einer Blutkérperchen- 
suspension durchstrémten Froschniere lassen noch eine andere Deutung 
der Coffeinwirkung zu. Da ich ebenso wie an der durchbluteten Niere 
schon Richards und Schmidt® fand, daB Coffein die GlomerulusgefaiBe 
erweitert oder bis dahin zirkulationslose Glomeruli sogar eréffnet, so kénnte 
die Paralysierung des Coffeineffekts durch Narkoticum und Cyanid auch 
darauf beruhen, daB die GefaBreaktion dann unterbleibt; dies ware noch 
zu priifen. Die Wirkung der grofen Coffeindosen spricht aber auf alle 
Falle fiir eine physikalisch-chemische Veranderung der Glomerulusmembran ; 
denn es ist nicht einzusehen, warum Narkoticum und Cyanid, deren lahmende 
Wirkung auf die sekretorisch tatigen Glomeruli durch die Versuche von 


1 Wohlenberg, Pfliigers Arch. 218, 448, 1927. 
2 Brihl, ebendaselbst 220, 380, 1928. 
3 Richards und Schmidt, Amer. Journ. of physiol. 71, 178, 1924. 
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Hober und Mackuth und von Wohlenberg sichergestellt ist, nicht auch auf 
die Wandung der erweiterten Glomeruli wirken sollte, falls diese sonst 
nicht veraindert worden sind. 

Ich habe es daher auf Anregung von Herrn Prof. Héber unter- 
nommen, an _ kiinstlichen Membranen nach entsprechenden Ver- 
ainderungen durch Coffein zu suchen und die dabei maSgebenden 
Faktoren, die sich natiirlich vor allem auf die membranbildenden 
Kolloide beziehen werden, zu analysieren. Es ist bekannt, daB kolloid- 
chemische Wirkungen des Coffeins schon friiher zur Erklarung seiner 
diuretischen Wirkung herangezogen worden sind. 

Die von Ellinger, Heymann und Klein! veréffentlichten Versuche, 
welche eine deutliche Steigerung der Ultrafiltrierbarkeit von Serum durch 
Coffeinzusatz infolge einer Entquellung der EiweiBkérper baw. einer Herab- 
setzung ihres kolloidosmotischen Druckes beweisen sollten, haben sich bei 
der Nachpriifung als nicht geniigend gesichert erwiesen?. Auch Handovsk, 
und Uhlenbruck* haben Versuche beschrieben, in denen zunachst die Ge- 
schwindigkeit der Ultrafiltration von Serum im Filtrationsapparat von 
Zsigmondy gemessen und darauf Coffein zugesetzt wurde, wobei die 
Filtrationsgeschwindigkeit regelmaBig zunahm. An diese Beobachtungen 
habe ich angekniipft und sie einer genaueren Analyse unterworfen. 

Jeder Versuch, der eine exakte Aussage iiber den Wirkungs- 
mechanismus beim Zusammentreffen von Coffein und EiweiB ergeben 
soll, muB besonders nach den Arbeiten Loebs* und seiner Schiiler die 
einzelnen EiweiBkérper, die etwa in Betracht kommen, bei  wohl- 
definierter Reaktion beriicksichtigen; denn nur so kann man iiber 
den Zustand des EiweiBes Angaben machen, mit dem das Coffein in 
Reaktion tritt. Risse> hat die Bedeutung dieser Umstinde besonders 
fiir die Filtration in Gegenwart von EiweiB in seinen ausgedehnten 
Studien tiber die Ultrafiltration von Globulin, Albumin und Hamoglobin 
durch Kollodium- und EiweiBmembranen iiberzeugend dargelegt; 
denn die Ultrafiltration von Eiwei8 durch derartige Membranen richtete 
sich weitgehend nach der Reaktionslage in ihrem Verhaltnis zum iso- 
elektrischen Punkt des jeweils anwesenden Filtrates und zum _ iso- 
elektrischen Punkt der Membransubstanz. 

Bei jeder Filtration einer Lésung durch eine Membran, gleich- 
giiltig ob die gelésten Stoffe kristalloiden oder kolloiden Charakter 
haben, handelt es sich um den Durchtritt von Molekiilen oder Molekiil- 
aggregaten durch Liicken in der Membransubstanz. Bei den neuerdings 


1 A. Ellinger, Heymann, Klein, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 91, 
5, SOE. 

2 Ellinger und Neuschloss, diese Zeitschr. 127, 241, 1922; Oehme, Arch. 
f. exper. Pathol. u. Pharm. 102, 40, 1924. 

8 Handovsky und Uhlenbruck, Klin. Wochenschr. 1925, 8. 1401. 

4 J. Loeb, Die EiweiBkérper. Berlin, Springer, 1924. 

5 Risse, Pfliigers Arch. 212, 375, 1926; 218, 685, 1926. 
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so viel untersuchten stark getrockneten Kollodiummembranen nach 
Michaelis' sind die Liicken feinste Spalten von molekularen 
Abmessungen, welche dem bei der Trocknung zustande kommenden 
SchrumpfungsprozeB ihre Entstehung verdanken. Bei Eiweif-, ins- 
besondere Gelatinemembranen sind es die Interstitien zwischen den 
einzelnen Eiweifimicellen der Membran, welche den Durchtritt der 
zu filtrierenden Molekiile erméglichen?. In vielen Fallen handelt es 
sich um Spaltraume von gréberer Dimension. Es ist verstindlich, 
daB nach dem Verhaltnis von Querschnitt und Umfang der das Filter 
durchsetzenden Liicken oder Poren Krafte kapillarer, elektrostatischer 
und rein mechanischer Natur den Filtrationsvorgang verschieden 
beeinflussen werden. Die vorher zitierten Versuche von Risse geben 
dafiir eine groBe Anzahl schéner Beispiele. 

Um nun die physiologischen Verhaltnisse, von denen ich ausging, 
nimlich die durch Coffein bewirkte Steigerung des Durchtritts einer 
einfachen eiweiBfreien Salzlésung durch die sicherlich EiweiB als Bau- 
material enthaltende Glomerulusmembran nachzuahmen, wurde der 
Plan gefabt, in das relativ indifferente Material einer weitporigen 
Kollodiummembran verschiedene EiweiBkérper adsorptiv einzulagern, 
so wie es von Loeb angegeben wurde®, und zu untersuchen, ob und durch 
welche Umstande die Filtration einer einfachen Salzlésung durch 
Coffein geandert wird. 


Il. Filtrationsversuche. 


Die Methode der Filtrationsversuche gestaltete sich im einzelnen 
folgendermaBen : 


Celloidin (Schering) wurde in Alkohol gelést, der Prozentgehalt durch 
Wagung des Trockenriickstandes bestimmt. Die Ausgangslésung war etwa 
6%ig. In der von Risse* ausfiihrlich beschriebenen Weise wurden Mem- 
branen durch AufgieBen auf Quecksilber in Petrischalen hergestellt. Diese 
Membranen wurden nach einer bestimmten Trocknungszeit 24 Stunden 
gewassert und nach den Angaben von Risse auf Biichnertrichter montiert. 
Diese wurden dann mittels Gummistopfen auf eine Saugflasche aufgesetzt. 
Zum Auffangen der Filtrierfliissigkeit wurden Reagenzgliser mit Eichungs- 
marken von 5 zu 5cem benutzt, die mit Hilfe eines Korkringes in die Saug- 
flasche eingesetzt waren. 

Der Filtrationsdruck wurde durch Anschlu8 an eine Wasserstrahl- 
pumpe hergestellt. Die Druckablesung geschah an einem Quecksilber- 
manometer. Die Konstanz der Drucke konnte in geniigender Weise durch 
einen seitlich angebrachten Kapillarschlauch mit Klemmschraube reguliert 


Michaelis, Naturwissenschaften 1926, S. 36. 

Siehe dazu Anselmino, diese Zeitschr. 192, 390, 1928. 
Loeb, Journ. of Physiol. 5, 479, 1923. 

Risse, 1. c. 8. 380. 
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werden. AuBerdem lieBen mehrere Kontrollfiltrationen am gleichen Unter- 
drucksystem gleichzeitig auftretende, gleichsinnige Druckunregelmabiv- 
keiten sofort erkennen. In Vorversuchen ergab sich die Druckhéhe von 
100 mm Hg am geeignetsten. Sie entspricht in der GréBenordnung den 
seinerzeit von Ellinger’ angewandten Drucken von 50 bis 120mm Hg. 
Die gewahlte GréBenordnung der Drucke war am giinstigsten fiir ihre 
Konstanz und entsprach der Dichte der verwendeten Membranen. 

In weiteren Vorversuchen wurde festgestellt, daB die Permeations- 
geschwindigkeit fiir jede meiner Membranen konstant war und sich bei 
geniigender Achtsamkeit auch bei einer Neumontierung nicht anderte. 

Ferner fand ich ebenso wie Risse? und Brinkman und von Szent- 
Gyorgy*, daB die Geschwindigkeit der Filtration von Phosphatpuffer- 
mischungen unabhaéngig vom py und vom Zusatz von Coffein konstant ist. 

Die Hauptversuche wurden in Gegenwart von Eiwei®B folgendermafen 
angestellt: In der iiblichen Weise durch Ammonsulfat-Halb- und -Ganz- 
sattigung gewonnene und durch Dialyse gegen destilliertes Wasser bzw. 
physiologische Kochsalzlésung gereinigte Albumin- und Globulinlésungen 
wurden durch Kollodiummembranen gesaugt. Zur Herstellung dieser 
Kollodiummembranen erwiesen sich folgende Bedingungen fiir unsere 
Versuche als besonders giinstig: 

















Kollodium: Verhaltnis co : 
EiweiBart gehalt Alkohol Wassergehalt Trocknungszeit 
%p zu Ather %p Min. 
pO SS ee ee 2 3:1 — 8—9 
<n eas 2 3:1 + 7—8 


Der Wasserzusatz von 4°, bewirkte, daB die ohne dies fiir Albumin 
gut durchlassigen, fiir Globulin aber undurchlassigen Membranen auch fii 
Globulin durchlassig wurden. Die so hergestellten Membranen sind ziemlich 
weitporig. Dadurch wurde verbiirgt, daB — worauf es ja besonders ankam - 
die Wandung der Membranporen sich gut mit einer EiweiBschicht beladen 
lie8. Andererseits durfte die GréBe der Poren auch nicht ein gewisses Mal} 
iiberschreiten; sonst hatten durch Coffeinwirkung hervorgerufene feine 
Strukturinderungen der EiweiBwandung Ausschlige ergeben kénnen, die 
bei dieser Versuchsanordnung unbemerkt blieben. 

Nachdem so die Membranen im Laufe von 30 bis 40 Minuten mit 
tiweiB beladen worden waren, wurde m/6 Phosphatpufferlésung durch- 
gesogen, so daB das an die Membranwand adsorbierte Eiwei8 auf einen 
bestimmten pq gebracht und das nicht adsorbierte herausgewaschen wurde. 
Nach einiger Zeit erwies sich das Filtrat mit der Sulfosalicylsiureprobe 
als véllig eiweiBfrei und die Durchlaufzeiten waren konstant. Die Reaktion 
war in simtlichen Versuchen py 7,3 bis 7,4, weil es uns einzig auf diesen 
biologisch wichtigen Reaktionsbereich ankam. Der py der Filtrate wurde 
an der Gaskette nachgemessen. 

Dieser Versuchsphase folgte eine weitere, in der zur Pufferlésung von 
gleichem py Coffein zugefiigt war. Eventuell schloB sich noch eine Filtrations- 


1 Ellinger, Heymann und Klein, 1. ec. 
2 Risse, l.c., S. 386. 
3 Brinkman und von Szent-Gyérgy, diese Zeitschr. 189, 270, 1923. 
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Tabelle I. 
Filtration durch Albuminmembran IX, Coffeinwirkung. 
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Durchs So. Su & 
schnittliche Sz 2§ § 
Filtrationszeit En esse 
Nr Versuchsphase Datum Zeit in Min. fe gor r 
ee eo =a Se = 
von von im a” & 
1928 5ecom 100 ccm ccm 0 
1 Beladen mit 04% 
Albumin +m/6Phos- 9. VII.; 11»10’-1155’ 
phatpuffer py 7,4 
2. Waschen mit m/6 
Phosphatpuffer 12h00'— 200’ 
Pu 7,4 
3 m/6 Phosphat pu 7,4 2n09’- 5n00’') 16,2 324 18,5 
4 Durchsaugen von 5h00'— 526’ 
0,1 % Coffein + m/6 5h26’— 6630’) 16,2 324 
Phosphat py 7,44 6b32’- 7h51’) 15,8 316 19,0 
5 | Membran 1 Nacht in 
0,1°, Coffein + m/6 
Phosphat py 7,44 
6  0,1% Coffein + m6 , na’ 1134’ ae | 979 99 ‘ 
Phosphat pu 7,44 10. VII. 10b40’-11»34’ 13,6 272 22 + 18,9 
7 Waschen mit m/6 ies , 
e t - Ahi 
Phosphat py 7,44 y 11034 4n00 
8 | m/6 Phosphatpg 7,44 4h10'- 5b36’| 15,4 308 19,4 
Tabelle II. 
Filtration durch Albuminmembran XI, pqg-Wirkung. 
Durchs 2 sue & 
schnittliche §3 ss § 
Filtrationszeit En 2 ose 
Nr Versuchsphase Datum Zeit in Min. fe go°s 
sl. ate =a of = 
von von i ee” iz 
1928 5ccm 100ccm com j|* % 
1 | Beladen mit 04% 
Albumin +m/6Phos- 11. VII. 200’- 2h45’ 
phatpuffer py 7,3 
2  Waschen mit m6 . mas 
iad 9n45’— 4h30 
Phosphat px 7,3 2n45'— 4h3 
3 m/6 Phosphat px 7,3 4n42’- 5»15’' 186 372 16,1 
4 1Nacht in m/10 
Acctat puffer py 4,72 
5 | m/10 Acetat py 4,7 12. VIL. 1049’-11554’ 13,1 262 22.9 42,2 
6 Waschen mit m/6 eae i , 
Pan 2n3h’— 3b 
Phosphat py 7,3 12aS5'— 5600 
7 3h17’- 4641’ 16,7 334 17.9 
17,7 


m/6 Phosphat Pu 7,3 6h21'— 7h28" 16.8 336 
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Tabelle III. 


Filtration durch Globulinmembran XIII, Coffeineinflu&. 























‘4 Durch- 3 
schnittliche Evev 36 
Filtrationszeit |= = SA ee: 
Nr. Versuchsphase Datum Zeit in Min. Eze 8 # = 
=” o c= 
von von sa ao 
1928 5ceccm 100ccm ccm 0 
1 | m/3 Phosphat py7,4 25. VII.) 10h04'-11»52’ 21,7 434 13,8 
4h00'— 6hO0' 
2 01% Coffein + m/3 6b45’ 20,0 400 15,0 
Phosphat py 7,4 720’ 19,0 380 15,8 
742" 18,0 360 16.6 
81 Nacht in 0,1% 
Coftein -+- m/3 Phos- 
phat py 7,4 
4 | 0,1% Coffein + m/3 | gp y 40! 04! or 902 
Phosphat px 7,4 26. VII. 10b40’- 1h04' 18,1 362 16,6 20,3 
5 | Waschen mit m/3 
Phosphat px 7,4 
. ‘' 27. VII. 11»09’-12»45', 19.5 390 15,4 
6 | m3 Phosphat px 7,4 | 98’ viz. 10n03'-11n34" 205 410 | 14,6 
| 
Tabelle IV. 
Filtration durch Globulinmembran XIII, py-Wirkung. 
Durch- 2. gue & 
schnittliche sz 25 5 
H Filtrationszeit = Sese 
Nr. Versuchsphase || Datum Zeit in Min. = 2 is Us 
| — = SS = 
von | von iz a. & 
|| 1928 5com |100ccm) ccm Fo 
1 Beladen mit 0,8% | 
Globulin + m/6 on Y 
Phosphat puffer 26. Vil. 
Pu 7,3 
2 Waschen mit m/6 
Phosphat px 7,3 
3 m/6 Phosphat px 7,3 11h32’- 3b56’) 20,5 410 14,6 
4h10’— 4n30') 20,0 400 
4  m/10 Acetat py 5,46 4n37’— 5h15’' 18,0 360 
5b15'- 6106’ 17,0 340 17,6 20,6 
5 1 Nacht in m/6 Phos- 
phat pu 6,0 
6  m/6 Phosphat pq 6,0 24. VIT.| 10h33’-12n09’' 19,1 | 382 15,7 
ae | 12h09’— 3h00’ 
7] m/6 Phosphat py7,45 | 3n16'- 5nd’) 21.6 | 432 13.9 
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periode an, nachdem die Membranen 10 bis 12 Stunden in der Coffein- 
pufferlésung gelegen hatten. Den SchluB bildete dann eine gewéhnliche 
Filtration mit reinem Phosphatpuffer zur Priifung auf Reversibilitét der 
Ausschlage. 

Parallel ging regelmaBig ein Kontrollversuch, in welchem die Coffein- 
phase durch eine Phase mit abgeinderter Reaktion, meist der des iso- 
elektrischen Punktes des EiweiBes ersetzt war. 

Abgelesen wurde in der Weise, daB jedesmal die Zeit notiert wurde, 
wenn das Filtrat in dem auffangenden Reagenzglas eine 5-cem-Marke 
erreicht hatte. 


x 


Tabelle I und II sind Beispiele fiir die Einwirkung des Coffeins 
und der py-Verschiebung auf die Filtrationszeit bei Albuminmembranen. 
Tabelle IIT und IV zeigen das gleiche an Globulinmembranen. Die 
Tabellen machen Angaben iiber die einzelnen Versuchsabschnitte, die 
Filtrationszeiten fiir 5 und 100cem Filtrat, auBerdem die Filtrat- 
mengen, auf die Zeiteinheit von 1 Stunde berechnet. 


Aus den Tabellen I bis IV ergibt sich, daB sowohl bei Albumin- 
wie bei Globulinmembranen die Filtrierbarkeit einfacher Pufferlésungen 
von angenthert neutraler Reaktion ansteigt, sobald bei wnverdndertem py 
Coffein zugefiigt wird, und da sie bei Fortlassen des Coffeins zu dem 
Ausgangswert zuriickkehrt; ferner lehren die Tabellen, dag in gleicher 
Weise die Membranduschlassigkeit ansteigt und abfallt, wenn die Reaktion 
dem isoelektrischen Punkt des Eiweifes angendhert und wieder entfernt 
wird. Dieser zweite Befund steht in guter Ubereinstimmung mit 
Angaben von Hitchcock!, der HCl- und NaOQH-Lésungen von ver- 
schiedener Konzentration durch gelatinierte Kollodiummembranen 
hindurchpreBte und beim isoelektrischen Punkt der Gelatine ein 
Maximum der Durchlassigkeit feststellte, das mit dem Minimum der 
Quellung zusammenfallt. 


AuBerdem geht aus den Tabellen hervor, da die Einwirkung des 
Coffeins und der py-Verschiebung auf die Permeabilitat eine gewisse 
Zeit benétigt, um in Erscheinung zu treten und wieder zu verschwinden. 
Auf diesen Punkt wird spiter eingegangen werden. 


Ill. 

Bevor wir in eine Diskussion dieser Filtrationsergebnisse eintreten, 
sei erst tiber eine Reihe von Versuchen berichtet, die, wie wir sehen 
werden, geeignet sind, einige physikalisch-chemische Daten zur Er- 
klarung der Vorgange zu liefern. 

Der Durchtritt einer Fliissigkeit durch ein Kollodiumfilter geht in 
unzahligen Flissigkeitssiulen auf dem Wege vorgebildeter Membran- 


1 Hitchcock, Journ. of exper. physiol. 10, 179, 1926. 
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poren vor sich. Der Betrachtung der Strémungsgeschwindigkeit durch 
eine Porenkapillare wollen wir zunichst das Hagen-Poiseuillesche 
resetz 
y —2:?: t.rt 
8.1 


zugrunde legen, worin V das in der Zeit ¢ durchgetretene Fliissigkeits- 
volumen, p den Druck, r den Radius, / die Lange der Kapillare und 
7” den Koeffizienten der inneren Reibung bedeutet. / ist als konstant 
zu betrachten, da es sich bei der Kollodiummembran um ein relatiy 
starres System handelt ; da auBerdem das Eiweif, mit dem die Membran 
beladen wird, in die Poren eingelagert ist, kann die Membran auch nicht 
wie etwa in den vorher zitierten Versuchen von Anselmino durch 
Quellung und Entquellung ihre Dicke veraindern. Halten wir ferner 
auch p und ¢ konstant, so ergibt sich: Wenn JV, die abfiltrierte Fliissig- 
keitsmenge, unter dem EinfluB des Coffeins zunimmt, so ist dies auf 
eine entsprechende Verkleinerung von y oder auf eine VergréBerung 
von r zu beziehen. Tatsichlich veraindert ein Zusatz von 0,1 °,, Coffein 
zu einer m/6 Phosphatlésung die innere Reibung fast gar nicht. Die 
Anwendung der Hagen-Poiseuilleschen Gleichung ergibt demnach, 
daB das Coffein den Porendurchmesser vergréfert. Es fragt sich, was 
fiir SchluBfolgerungen hieraus gezogen werden’ kénnen. 

Es mu8 zuniichst daran erinnert werden, daB in unseren Versuchen 
die Porenwandung von einer EiweiSschicht bedeckt ist, welche trotz 
einer gewissen Fixation ihre wesentlichen EiweiBeigenschaften sicher 
nicht eingebiBt hat. Dafiir spricht die Reversibilitét der Vorginge. 
Das beweisen auch die Versuche von Hitchcock und von uns iiber den 
EinfluB der Reaktionsverinderung. Man hiitte danach in erster Linie 
an Anderungen der Quellung und an Anderungen der Dispersitit in der 
Wandschicht zu denken; diese Schicht kénnte dann bei solchen Struktur- 
verainderungen das Porenlumen mehr oder weniger fiir sich in Anspruch 
nehmen. Dementsprechend wiirde der dem Axialstrom verfiigbare 
Raum variieren. Der Einwand, da8 in unseren Versuchen eine Poren- 
erweiterung durch Auswaschen von Eiweif vorgetauscht worden wiire, 
wird durch den Befund der eiweiBfreien Filtrate entkraftet. 

Es soll nun tiber Versuche berichtet werden, welche iiber die 
méglicherweise auftretenden Strukturveranderungen von EiweiB in 
Coffeingegenwart einen gewissen AufschluB geben. 

Die bei der Fixierung an der Kollodiummembran betroffenen EiweiB- 
teilchen sind unter dem Einflu8 richtender Adsorptionskrafte der Wandung 
aus dem Sol- in den Gelzustand iibergegangen. Diesen Vorgang kann man 
sich entsprechend der von Loeb! dariiber gediuBerten Anschauung so vor- 


1 Loeb, l.c., 8.40 und 85. 
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stellen, daB bei dem Ubergang von dem Sol- in den Gelzustand durch 
ZusammenschluB der ,,dligen Gruppen“ eine gegenseitige Neuorientierung 
der Einzelteilchen eingetreten ist, ohne daB gleichzeitig die Wasseraffinitat 
der ,,wasserigen Gruppen‘ irgendwie beeintrachtigt ware. Ein solches 
Gel besitzt nach den Anschauungen von Naegeli, von Bachmann und Zsig- 
mondy eine ,,kérnige Struktur‘‘!, seine Einzelteilchen oder Micellen setzen 
sich aus polydispersen Teilchen zusammen, d.h. es bestehen Molekiil- 
aggregate, Molekiile und Ionen in ihnen nebeneinander. Das Gleichgewicht 
in dieser Verteilung ist, wie man wohl annehmen mu, weitgehend von 
dem Dissoziationsgrad der EiweiBmolekiile, und dieser in bekannter Weise 
wieder von der herrschenden Reaktion abhangig. Eine Veranderung in 
der Struktur, d.h. in der Lage, Ordnung und GréBe dieser Einzelteilchen 
im Gel kann nun vornehmlich auf zwei Wegen vor sich gehen, die in Wirklich- 
keit zur gleichen Zeit verlaufen und sich durchkreuzen kénnen, hier aber 
nacheinander besprochen werden sollen. Die GréSe der Einzelteilchen 
kann sich einmal veradndern, indem die in ihnen enthaltenen Molekiil- 
aggregate zu Molekiilen und Ionen zerfallen oder umgekehrt sich aus ihnen 
zusammenschlieBen. Bei dieser Veranderung des Dispersitaétsgrades — 
im Sinne einer Erhéhung oder einer Erniedrigung — zeigt das Eiweibgel 
die verschiedensten Zustandsphasen, die Einzelteilchen durchlaufen alle 
GréBenordnungen, ihre Zahl wechselt andauernd. Bei einer Dispersitats- 
erhéhung kénnen beispielsweise die zerfallenden Micellen von der Teilchen- 
gréBe einer kolloidalen Lésung schlieBlich zu der Teilchengr6Be einer echten 
Lésung iibergehen, so daB das Gel sich in ein Sol verwandelt. Bei einer 
weniger weitgehenden Dispersion werden dagegen die verkleinerten Micellen 
noch zu einem Gel vereinigt bleiber, kégnen. 


Die Verainderung der TeilchengréBe in einem solchen Gel kann man 
sich aber auch in anderer Weise ablaufen denken; die Micellen zerfallen 
nicht in immer kleinere Einzelteilchen oder regenerieren sich aus diesen, 
sondern die erhaltenen Molekiilverbinde fandern ihre Gr6éBe durch Ein- 
lagerung oder Abgabe von Wasser als Quellungswasser. Fiir die vorliegende 
Untersuchung ist es dabei nicht entscheidend, ob man die Quellungs- und 
Entquellungsvorgange auf Grund der Paulischen Hydratationstheorie * der 
Ionen erklaren will oder mit Hilfe der Theorie von Procter und Wilson’, 
welche — unter Anwendung der von Donnan formulierten Membran- 
gleichgewichte -——- die vom Dissoziationsgrad abhangigen osmotischen 
Druckanderungen fiir die Quellungsvorgiénge verantwortlich machen. Je 
nach dem Grade dieser Dissoziation variiert die Anzahl kleinster Teilchen, 
welche auf Grund ihrer Ladung (entsprechend der Hydratationstheorie 
von Pauli) oder ihrer osmotisch wirksamen Zahl (entsprechend der Quellungs- 
theorie von Procter und Wilson) den Wassergehalt in den einzelnen Molekiil- 
verbanden regulieren. Zur gréBeren Klarheit in dieser schematisierenden 
Betrachtung mag dabei, wie gesagt, die Micelle als solche fiir einen gewissen 
Quellungsbereich als bestaéndig angesehen werden; die Anzahl der die 
Gelstruktur wahrenden Einzelteilchen wire also hierbei als konstant an- 
zusehen. 


1 Siehe Freundlich, Kapillarchemie 1922, S. 911 und 969. 

2 Pauli, Fortschr. d. naturwiss. Forsch. 4, 223, 1922; Kolloidchemie d. 
EiweiBkérper 1920. 

3 Procter und Wilson, Journ. of the chem. Soc. London 109, 307, 1916. 
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In Wirklichkeit werden die beiden hier gesondert betrachteten Vorging: 
der Dispersitaétsveranderung und der Anderung des Quellungszustande: 
durcheinander und nebeneinander hergehen ; bei der Dispersitatsveranderuny 
werden im Bereich der GréBenordnung von Ionen Hydratations 
erscheinungen, bei der Quellung der Micellen mit fortschreitender Ein 
lagerung von Wasser peptisierende und den Aggregatverband auflésende 
Vorgange mitspielen kénnen!. 


IV. Viskositatsmessungen. 


Aus den bisherigen Betrachtungen, in denen die experimente|l 
gefundene Anderung der Filterdurchlassigkeit durch das Coffein mit 
einer Verinderung des Porenvolumens und diese wieder mit einer 
Strukturverinderung der EiweiBwandschicht in Zusammenhang ge- 
bracht wurde, ergeben sich Richtlinien fiir die weiteren Versuche; sie 
haben zu entscheiden, ob Coffein auf die Struktur eines EiweiBes durch 
Veranderung der Dispersitét oder des Quellungszustandes Einflu8 
gewinnen kann. Zur Orientierung iiber Anderungen des Quellungs- 
grades schienen uns Viskosititsmessungen, tiber Anderungen der 
Dispersitat Flockungsversuche geeignet. 

Die Hydratation der Einzelteilchen kommt in dem Quotienten: 
Gebundenes Wasser /Freies Wasser oder: Gesamtvolumen der dispersen 
Phase/Gesamtvolumen des Lésungsmittels zum Ausdruck. Die 
Viskositaét steht nach Hinstein damit in folgender mathematischer 
Verkniipfung : 

v 


"= n-(1 +25. 5), 


worin 4 die Viskositaét des reinen Lésungsmittels, 4, die der Lésung, 
v das Gesamtvolumen der Micellen, also der dispersen Phase, V das 
Gesamtvolumen der Lésung bedeuten. 


Versuche iiber Viskositaitsanderungen von EiweiSlésungen durch 
Coffein wurden bereits von Handovsky? und von Pauli und Falek* 
ausgefiihrt. Die Autoren benutzten dialysiertes Serum und fanden, 
daB in der mit Salzsiure angesduerten Eiweiblésung Coffein einen 
michtigen Anstieg der Viskositiét hervorruft. Ellinger und Neuschlosz* 
untersuchten die Viskositét von Serum in dem Reaktionsgebiet von 
pu 7,1 bis 8,4 und fanden, daB Coffein in Verdiinnungen von 1 : 128000 
bis 1: 1000 die Viskositat sehr wenig und nur héchst unregelmabig 
veraindert. Watzadse fiihrte sodann im Kieler Institut noch nicht ver- 
éffentlichte Versuche an elektrodialysiertem Serumalbumin (1 bis 3°) 


1 Freundlich, |. c., 8S. 844 und 975. 

2 Handovsky, diese Zeitschr. 25, 510, 1910. 

3 Pauli und Falek, ebendaselbst 47, 269, 1912. 

* Ellinger und Neuschlosz, ebendaselbst 127, 241, 1922. 
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aus, welche unter anderem lehrten, daB 0,2 bis 0,4°,, Coffein die Vis- 
kositat der Lésungen nur bei saurer Reaktion steigert, und zwar erst 
unterhalb von etwa py 4, wahrend im Gebiet physiologischer Reaktionen 
kein deutlicher EinfluB nachzuweisen ist. Tabelle V enthailt ein 
Beispiel. 
Tabelle V. 
Viskositét von 1,7% elektrodialysiertem Serumalbumin mit 0,4°, und 
ohne Coffein (DurchfluBgeschwindigkeit in Sekunden.) 











Ohne Coffein Mit Coffein 
Pu Sek. ne Leek ae ae 
5.8 53,5 5,8 53,0 
3,7 57,5 3,7 60,3 
3,23 68,9 3,24 71,4 
3.03 73.5 3,05 76,3 


Ein EinfluB des Coeffeins auf das Verhdlinis v/V, also ein Einflup 
auf die Verschiebung von Wasser zwischen disperser Phase und Dispersions- 
mittel ist danach auf diesem Wege nicht nachzuweisen. 


V. Flockungsversuche mit Alkohol. 


Da also eine Wirkung des Coffeins auf die Hydratation von EiweiB, 
viskosimetrisch bestimmt, innerhalb des physiologischen Reaktions- 
bereichs nicht nachzuweisen war, wurde weiterhin untersucht, ob das 
Coffein dispersitatsverindernd wirkt. Als ein Ma8 fiir den Dispersitits- 
grad einer EiweiBlésung kann ihre Flockungsbereitschaft angesehen 
werden; je héher der Dispersitatsgrad, um so geringer die Neigung zu 
Aggregatbildung und Ausflockung. Da bei der Flockung Ladungs- 
vorgange eine groBe Rolle spielen, muB die Reaktion genau beachtet 
werden. Es wurde also die Alkoholfallbarkeit verschiedener EiweiBarten 
in abgestuften py-Reihen mit und ohne Coffein gepriift. 

Benutzt wurden Hamoglobin-, Globulin- und Albuminlésungen. 

Hamoglobin wurde nach der Methode von Mond! so gewonnen, daB 
dreimal gewaschener Rinderblutkérperchenbrei mit der 20fachen Menge 
destillierten Wassers lysiert wurde. Die Stromata wurden dann durch 
Anséiuern mit n/10 HCl gefallt und die filtrierte Hamoglobinlésung mit 
n/10 NaOH neutralisiert. Eine so bereitete Hamoglobinlésung halt sich 
2 bis 3 Tage gut auf Eis. Globulin und Albumin wurden durch Ammonium- 
sulfat-Halb- und -Ganzsaéttigung aus Pferde- oder Rinderserum gewonnen 
und mittels 8- bis 14tagiger Dialyse in Kollodiumhiilsen gegen destilliertes 
Wasser bzw. physiologische Kochsalzlésung gereinigt. 

Die einzelnen Versuchsbedingungen waren folgende: Hdmoglobin 
und Albumin wurden in zwei fortlaufenden Reihen mit Phosphatpuffer 


1 Mond, Pfliigers Arch. 208, 581. 
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Tabelle VIII. Alkoholfallung von Albumin. 
Albumin 0,1°, (aus 4 Wochen lang dialysierten, klaren Hiilsen). 
Coffein 0,1°%. Pufferm/15. Angesetzt am 20. Juni 1928, 24 Stunden auf Eis. 
Alkoholfallung am 21. Juni in 1 cem der angesetzten Lésung. 








Pu 7.7 (Phosphat) 7g al he Pu 3,6 (Acetat) 

— Ohne Coffein Mit Coffein — Ohne Coffein Mit Coffein 
ccm Triibungsgrad Triibungsgrad ccm Tribungsgrad Triibungsgrad 
1,4 klar 0 klar 0 1,0 klar 0 klar 0 
145 = feinste Triibg. + ie 1.3! beginnende |, 0 

~ |  beginnende ete Triibun " 
1,5 pa a 0 ted ; 
“|. Triabung od 1.4 deutliche feinste 
> deutliche ' Tribung “* Tribung 
1,6 Triibung ++ » 0 
18 [late ttt] » 0 


Trabung 


Tabelle IX. Alkoholfallung von Globulin. 
30. Mai 1928. Globulin 0,39°% (6 bis 7 Tage altes Dialysat). Coffein 0,1°,. 
Puffer m/15. 2cem der angesetzten Lésung ergeben nach 8 Stunden: 











Pu 8,04 (Phosphat) Pu 3.64 (Acetat) 
my Ohne Coffein Mit Coffein ong Ohne Coffein Mit Coffein 
ccm Tribungsgrad Tribungsgrad ccm Triibungsgrad Triibungsgrad 
0,7 feinste Tribg. + | klar 0 bis 1,4 klar 0 klar 0 
coli +) .0 fis | . 6 femme 
085 (| Trabung ++ |trabung +) 29 » 9 {| arabung 


slim + f 
0, | Tribung r++ ++ 
Tabelle X. Spontanflockung von Globulin. 
2. August 1928. Eintropfen einer frisch geéffneten 4,6 “igen Globulinlésung 
(3 Wochen lang dialysiert) aus einer graduierten Pipette. 





Eingetropfte Menge In 2ccm 1° piger Coffein- 


Versuch || Zeit nied In 2ccm Aqua dest. lésung 
5 = 
1 4h00’ 0,035 deutliche Flockung | schwache Tribung 
7h00' Bodensatz " 
2 4h30’ 0,15 sehr dicke Flockung deutliche Trabung 


von verschiedenem py angesetzt, die eine Reihe mit Coffeinlésung, die 
andere mit einer entsprechenden Menge Wasser versehen. Die end- 
giltig angewandten Konzentrationen ergeben sich aus den Tabellen VI 
bis X. Da bei jedem Flockungsvorgang beobachtet werden kann, dali 
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auch nach beendetem Alkoholzusatz mit der Zeit noch eine Ver- 
schiebung der TeilchengréBe zur Vergréberung hin erfolgt, wurde zur 
Vermeidung von Fehlerquellen dem Zeitfaktor grobe Aufmerksamkeit 
geschenkt: Zu jedem einzelnen Reagenzglas wurde langsam nach der 
Uhr aus einer Biirette Alkohol hinzugetropft, der Beginn des Alkohol- 
zusatzes notiert und der erreichte Triibungs- oder Flockungsgrad 
in bestimmten Zeitabstaénden abgelesen. Alsdann ergibt sich fiir Eiwei8 
ohne Coffein eine Flockungsreihe, die in bekannter Weise nach dem 
isoelektrischen Punkt orientiert ist und dort ihr Maximum besitzt. 
Die Kontrollreihen mit Coffein zeigten nun sofort oder 2 bis 3 Stunden 
nach dem Ansetzen des Versuchs kein abweichendes Verhalten. Nach 
12 bis 14stiindiger Einwirkung des Coffeins findet man jedoch eine 
Veranderung der Flockungsbereitschaft in dem Sinne, da8B bei Zusatz 
der gleichen Alkoholmenge in der Rethe mit Coffein stets geringere Aus- 
flockungen auftreten als in der Reihe ohne Coffein. Auf der alkalischen 
Seite des isoelektrischen Punktes ist dies Ergebnis konstant fiir Hamo- 
globin und Albumin. Auf der sauren Seite sind bei Hamoglobin die 
Ergebnisse wechselnd; 6fters ist dort auch eine Verstirkung der 
Flockung durch Coffein festzustellen. 

Fiir Globulin (s. Tabellen IX und X) konnte eine solche py-Reihe 
nicht angesetzt werden, da es in den Bezirken um den isoelektrischen 
Punkt herum spontan ausfleckt. Tropft man von einer Globulinlésung 
gleiche Mengen in destilliertes Wassers und Coffeinlésung, so zeigt sich 
auch hier deutlich ein Vermégen des Coffeins, die Ausflockung weit- 
gehend zu verhindern: Die Globulinlésungen mit Coffein zeigen — 
wenigstens auf der alkalischen Seite — eine deutliche Dispersitiats- 
erhéhung im Vergleich zu den coffeinfreien Lésungen. 


VI. Léslichkeitsversuche. 

Einen Schritt weiter fiihren folgende Versuche: Es fragt sich, 
ob die augenscheinlich dispersitatserhéhende Wirkung des- Coffeins 
nicht nur an den EiweiBkérpern, sondern auch an ihren Bausteinen, den 
Aminoséuren, zutage treten wiirde. Wir wihlten als Beispiel einer 
schwerléslichen Amincsaure die Metaaminobenzoesaure, die, entsprechend 
der Ableitung von Michaelis, wie alle Aminosiuren in ihrem isoelektri- 
schen Punkt neben dem Minimum der Dissoziation auch ein Minimum 
der Léslichkeit besitzt. Wir verfuhren so, wie es Michaelis in seinem 
Praktikum! angibt, nur, daB mclare Lésungen (= 13,7 °..) der m-Amino- 
benzcesiure in n NaOH verwandt wurden, die sich bei langsamem Auf- 
lisen gut herstellen lassen. Neben einer gewéhnlichen Acetatreihe 
wurde eine Kontrollreihe hergestellt, in der ein Teil des Verdiinnungs- 


1 Michaelis, Praktikum, 3. Aufl., 8S. 64. 


Biochemische Zeitschrift Band 212. 20 
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Tabelle XI. 


Léslichkeitsbeeinflussung der m-Aminobenzoesaéure durch Coffein. 

















A. 
1 2 3 4 Bemerkungen 

1% Coffein. . . . |/—|08] — jos] — jos) — | 0,8 

Agua dest... . . . |/1,5/ 0,7) 1,4 |0,6) 1,2 |04) 0,8 -— 

7,5 n Essigsiure. . |0,1 0,1) 02 02 04 (04 O8 0,8 wee 
In n NaOH gesit- | } aime 

tigte m-Aminoben- || 

zoesaure (13,7%) |/1,0/)1,0) 1,0 (1,0) 1,0 {1,0} 1,0 1,0 

Pu: 48 4,01 4,22 3,95 

Os Gerken 2 0.0 0 0 0 0 0 0 

oo. 00. 0 o lol + 0 

10 > Olo|] ofo|] + lol +4! Oo 
 S 0 0 0 0 4. 01444 + Liste 
20 , 00,0 ++ 2 +++) +4 /( Shen’ 
25, 0.0; 0 }0 +++ > 9 (+++) +4+ 
30 0;0] + |0 +++ +++ 
 . 0; 90 |++)/ 2 

B. 
1 2 3 4 5 

1% Coffein. . . . || — } 0,1) — |01) — |01) — 0,1 | — | 0,1 
Aqua dest. . 16/1,5) 1,5 ,1,4) 1,3 /|1,2|| 09 08 | 01 | — 
7,5 n Essigsiure. . 01/01) 02 02 O4 04° O8 08 | 1,6 | 1,6 


In o NaOH gesit- 
tigte m-Aminoben- 
1,0; 1,0) 1,0 {1,0} 1,0 {1,0 1,0 1,0 











zoesaure . 1,0 1,0 
Sion pu: || 47 | a0 | 423 | 3,95 36 
0 Min. lene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
, RRs, ES ee eee 2? ee ee ee 0 0 0 
oS. 0.0 +  0)/+4++/0) ++ 0 0 0 
C. 
eyed 1 Pu 4,6 Pu 4,20 Pu 3,90 Be. 
mit 1 lo | merkungen 
(= m/10) Coffein (C) Cc | C C 
_ okt Eeseicganase 0 0 0 0 0 0 
ig ah 3: + Oo] ++ 0 0 0 
Bey se eel + LEN ++F 0 + 0 Spontan- 
33), +++ 0 =o | 0 imag 
4), , ++ | + ]++4++| + ++ O |) Zimmers 
BY,» ++ | + /44++4+ 44+ | 44 | O. Ill comporater 
+. 
183), ++++ + $444 44444444444 
++ +++4 +444) 
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wassers durch Coffeinlésung ersetzt wurde. Wie die Tabelle XI zeigt, 
ergab die py-Reihe ohne Coffein das zu erwartende Maximum der 
Kristallisationsfahigkeit im isoelektrischen Punkt; die Reihe mit 
Coffein zeigte in allen Réhrchen eine deutliche Hemmung der Kristall- 
bildung. 

Es ergibt sich somit, daB das Coffein ebenso wie beim Eiweif, so 
auch bei dessen Bausteinen léslichkeitserhéhend wit kt. 


VII. Versuche mit Kongorubin. 

Bevor wir darauf eingehen, die Art dieser Wirkung einer Analyse 
zu unterziehen, sei noch auf das Beispiel eines Suspensionskolloids 
hingewiesen, an dem dieselbe Wirkung des Coffeins gut demonstriert 
werden kann. Der von Wo. Ostwald! nach seinen Dispersititsverinde- 
rungen genau untersuchte Saurefarbstoff Kongorubin gibt je nach der 
GréBe der Farbteilchen eine verschiedene Farbe; seine kolloidalen 
Lésungen erscheinen blau, die echte Lésung rot Den Beweis dafiir, 
daB die Farbanderung bei diesem Farbstoff weitgehend von dem 
Dispersitatsgrad abhangig ist, erbrachte Ostwald mit Hilfe von Ultra- 
filtrations-, Dialyse-, Diffusions- und Flockungsversuchen, sowie 
spektroskopischen Beobachtungen. 


Bei unseren Versuchen mu8ten Farbstoff- und Salzkonzentration 
sowie Reaktion genau beachtet werden. Es wurden Réhrchen mit 
und ohne Coffein angesetzt; in die Réhrchen ohne Coffein wurden ent- 
sprechende Mengen von destilliertem Wasser einpipettiert. Die Zahlen- 
angaben sind aus den Tabellen XII bis XIV zu entnehmen. 

In den Versuchsreihen findet sich der niedrigere Dispersitatsgrad 
(blauer Farbton) in den Réhrchen von gleichem pg bei héherer Salz- 
konzentration (Puffermolaritét), in den Réhrchen gleicher Molaritit 


Tabelle XII. 


Farbumschlag des Kongorubins. Blau: TeilchengréBe kolloidaler Lésung. 
Rosa: Teilchengr6Be echter Lésung. EinfluB der Puffermolaritét, des pg 
und der Zeit. Kongorubin 0,004%. 





Phosphatpuffer m/3 sa m/6 m/12 m/24 Zeit 
Pu 4,83 blau blau blau blau-violett 
Pu 7,80 blau blau-violett rosa rosa 
blau blau violett rosa nach 100 Min. 
sehr grobe blaue__| feine blaue a. 
Flocken und blauer | Flocken in | nach 20 Std. 
“ klar 
Bodensatz | rosa Lisg. | 


1 Wo. Ostwald, Kolloidchem. Beih. 10, 179ff., 1919. 
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Tabelle XIII. 
EinfluB des Coffeins auf den Farbumschlag des Kongorubins. Kongorubin 
0,004%, Coffein 0,1°%. CoffeineinfluB bei konstantem pq und variierte: 
Pufferkonzentration : 





m3 m/6 m/12 m 24 
SS) SEE RAS ECE. LEIS CIO | -_________ Zeit 
puffer mit mit mit | mit 
Coffein Coffein | Coffein Coffein Std. 
Pu 7,8 blau violett blau rosa violett rosa rosa rosa nach 5 
grobe feine  grobe 
blaue blaue blaue rae 
Flocken | Flocken Flocken rosa ree rosa | rosa rosa nach 
und (u.etwas und klar Wieshen klar | klar klar 17bis18 
Boden- | Boden- | Boden- : 
satz satz satz 


Tabelle XIV. 


CoffeineinfluB auf die Kongorubinfarbe bei konstanter Pufferkonzentration 
(Phosphatpuffer m/12) und variiertem py: 





PH 4,83 5,96 6,53 7,38 8,0 Bemerkungen 


Bei Zusatz von 
1 com Aqua dest. 


s% ; ez bleibt der Farb 
1 blau blau-violett violett-rosa rosa-violett; rosa | cinrdinadites tne 





tensitat etwas 
geringer. 

Bei Zusatz von 

lecm 1°/pigen 


hell- | Coffeins zu 


9 L 
Coffein blau-violett rosa hellrosa hellrosa naa Seeet. Mech 
1 bis 2 Min. Farb- 
umschlag. 
5 
. ‘ Die gleichen 
1 sehr grobe blaueFlocken grobe blaue Flocken _ feine {i R@hreben mech 


blauer Bodensatz blauer Bodensatz Flocken | é‘ Mw, # 
ohne ,otrein. 


Pe Pal klar klar | klar klar 2 mit Coffein. 
auf der sauren Seite (Tabelle XIJ). Die sich absetzenden groben Flocken 
sind blau, die tiberstehenden Lésungen enthalten noch rote Farb- 
fraktionen. In allen Reihen mit Coffein, sowohl bei verschiedener 
Salzkonzentration wie bei verschiedenem py, sind die Réhrchen gegen- 
iiber den entsprechenden Réhrchen einer Kontrollreihe ohne Coffein 
regelmaBig zum roten Farbton hin verschoben (Tabellen XIII und XIV). 


. Vill. 


Aus den geschilderten Versuchen geht hervor, daB die TeilchengréBe 
kolloidaler Légungen unter dem Einflu8 von Coffein der Teilchengréfe 
echter Lésungen angenaihert werden kann. An Farbstoffen machte 
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auch Wohlenberg ahnliche Beobachtungen; er fand, da8 Benzopurpurin- 
losungen, deren disperse Phase sich dem bloBen Auge durch eine eigen- 
artige wolkige Triibung kenntlich macht, die durch Filtration nicht zu 
beseitigen ist, bei Coffeinzusatz véllig geklart werden kann. Man kann 
also auch sagen, daB das Coffein die Léslichkeit des Farbstoffs erhéht, 
ebenso wie es nach den vorher geschilderten Versuchen die Léslichkeit 
der nicht kolloid, sondern kristalloid gelésten m-Aminobenzoesiure 
erhéht. Bei der kristalloiden Lésung kann aber nicht gut von einer 
Dispersitatserh6hung durch das Coffein die Rede sein. Man muB also 
anstreben, fiir die hier untersuchten Coffeinwirkungen, die Wirkung 
auf die EiweiSfallung, auf die Aminosiurekristallisation und auf die 
Kongorubinfarbung, eine Erklairung unter einheitlichen Gesichts- 
punkten zu finden. Fiir solche liegt die Annahme der Bildung einer 
gut léslichen Komplexverbindung mit dem Coffein nahe. Denn einer- 
seits hat Pfeiffer’ gezeigt, daB Aminosiuren und Peptide stéchio- 
metrische Verbindungen mit Neutralsalzen eingehen kénnen, die deren 
Léslichkeit erhéhen, andererseits hat Schiiller? gefunden, daB der 
physiologische Antagonismus zwischen Coffein einerseits, Novocain, 
Salicylsiure und anderem andererseits auf die Bildung einer Komplex- 
verbindung zuriickzufiihren ist, die sich im Reagenzglas_ vollzieht. 


Hiervon ausgehend, wurde nun weiterhin untersucht, ob sich eine 
Verbindung zwischen Coffein und EiweiB nachweisen 1aBt. 


IX. Kompensationsdialysen. 


Zur Entscheidung dieser Frage bedienten wir \wns der Kompensations- 
dialyse: Eine in allen Versuchen konstant gehaltene Eiweiimenge wurde 
mit Coffein in geeigneter physiologisch wichtiger Konzentration bei be- 
stimmtem py ins Gleichgewicht gebracht. Mehrere Proben dieser Coffein- 
EiweiBlé6sung wurden in fiir Eiwei8 undurchlassige Hiilsen eingeschlossen 
und mit einer Reihe reiner Coffeinlésungen verschiedener Konzentration 
in Austauschdialyse gesetzt. Der von dem EiweiB nicht gebundene Anteil 
des Coffeins ist im Gegensatz zu dem gebundenen als frei dialysabel zu 
betrachten, kann sich also mit den verschiedenen CoffeinauBenlésungen 
ins Gleichgewicht setzen. Es war diejenige AuBenkonzentration auf- 
zusuchen, die bei der Dialyse ihren Anfangswert beibehalt. Wenn in dieser 
Weise CoffeineiweiBlésungen mit konstantem EiweiB- und wechselndem 
Coffeingehalt dialysiert werden, erhaélt man Aufschlu®B iiber die Natur 
einer etwa vorhandenen Bindung. 

Als Dialysierhiilsen verwandten wir selbstgefertigte Hiilsen aus Eis- 
essigkollodium, die aus 15°%igem Eisessigkolloidium Schering hergestellt 
wurden. Als Eiwei8 diente das nach der Mondschen Methode hergestellte 
Hamoglobin aus Rinderblutkérperchen (s. oben) in 1,5°iger Ausgangs- 
lésung. 


1 Pfeiffer, Organische Molekiilverbindungen, 8. 106ff. 
2 Schiiller, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 105, 225, 1925. 
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Das Coffein der AuBenlésungen wurde nach der von Gomberg! an- 
gegebenen, auch von Matsuoka? angewandten Methode bestimmt: 1 Mol 
Coffein bindet in saurer Lésung 5 Mol Jod. Das im Uberschu’ zugegebene 
Jod wird mit Thiosulfat zuriicktitriert. Im einzelnen gestaltete sich die 
Methode folgendermaBen: Zu 2cem der zu untersuchenden Coffeinlésung 
wird in einem Zentrifugenréhrchen 1 cem n HCl und 5 cem n/10 Jodjodkali 
gugegeben und gut umgeriihrt. Beim Zentrifugieren (10 Minuten) setzt 
sich das Coffeinperjodid als braunkérnige Masse am Boden scharf ab. Von 
der tiberstehenden klaren, braunen Lésung werden 2 ccm mit n/20 Natrium- 
thiosulfat zuriicktitriert. Zentrifugieren und Riicktitrieren im aliquoten 
Teile wurde aus dem Grunde vorgenommen, weil es sich in Vorversuchen 
ergeben hatte, daB das Coffeinperjodid bei Zugabe von Natriumthiosulfat 
wieder zerfallt und sein Jod abgibt. Nach den Erfahrungen von Matsuoka 
ist darauf zu achten, daB der JodiiberschuB geniigend groB (etwa m/20 bis 
m/30) ist, da hiervon die Perjodidbildung abhangt. Bei den von uns be- 
stimmten Héchstkonzentrationen von 0,5 bis 0,6° Coffein geniigen 5 ccm 
n/10 Jod diesen Anforderungen. Bei dem geschilderten Verfahren ent- 
sprechen 5/, 59, cem n/20 Thiosulfatlésung 1,75 mg-°% Coffein. Die Methode 
ergab bei einer GréBenordnung von 400 mg-°%, Coffein einen Fehler von 
0.7 bis 0,8%. 

Die Reaktion, bei der die Kompensationsdialyse vor sich ging, betrug 
pa 7,7 bis 7,8 und wurde durch m/20 bis m/25 Phosphatpuffer festgelegt. 
Die Pufferkonzentration war fiir Innen- und AuBenlésungen die gleiche. 
Durch diese Salzkonzentration wurde zugleich die Gefahr einer osmotischen 
Wasserverschiebung durch die Membran hindurch verringert. 

In die etwa 15 cem fassenden Hiilsen wurden 10 cem der Haimoglobin- 
Coffeinlésungen einpipettiert, nachdem sie mit der Pufferlésung 12 Stunden 
vorher angesetzt worden waren; innerhalb dieser Zeit war sicherlich eine 
Reaktion eingetreten, wie aus den Alkoholfallungsversuchen hervor- 
geht. Zehn solcher Hiilsen mit derselben Hamoglobin - Coffeinlésung 
wurden in kleine Stutzen gehaingt, welche die reinen CoffeinauBenlésungen 
verschiedener Konzentration enthielten; die AuBenlésungen fanden in 
einer schmalen Schicht zwischen Hiils) und Stutzenwand Platz. Die 
Stutzen wurden verkorkt und 12 Stunden der Dialyse iiberlassen. 

Die Anfangswerte der Coffeinlésungen, welche in der Tabelle XV 
angegeben sind, wurden durch Verdiinnen einer bekannten Lésung, die 
Endwerte durch die jodometrische Methode bestimmt. Die AuBenlésungen 
wurden am SchluB des Versuchs stets eiweiBfrei gefunden. Vorversuche 
ergaben, daB gut gewiasserte Eisessigkollodiumhiilsen kein Coffein ad- 
sorbieren. 

In dieser Weise werden der gebundene und der frei gebliebene Anteil 
des Coffeins bestimmt und die Ergebnisse in ein Koordinatensystem ein- 
getragen, in dem die Summen der freien und gebundenen Coffeinkonzen- 
tration auf der Abszisse, die Menge des gebundenen Coffeins auf der Ordinate 
abgetragen sind. 


Die resultierende Kurve sowie Tabelle XVI lehren, da’ mit 
steigender Coffeinkonzentration von der gleichen Himoglobinmenge 
steigende Coffeinmengen gebunden werden. Der Tabelle XVI ist 


1 Gomberg, Journ. of the Amer. chem. soc. 18, 1, 1896; 19, 1, 1897. 
2 Matsuoka, Pfliigers Arch. 204, 56. 
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Tabelle XVI. 


Ergebnis der Kompensationsdialysen. 





Gesamt- 
Coffein- 
Nr.) “gehalt 
mg+°/o 
1 198.8 
2 318 


3 397.5 


606,9 


~ 


Gleichgewichts- 
konzentration * 
= freies Coffein 


194—188 
(194--180) 
258 — 254.5 
(265—254,5) 
um 317.8 
(339—29)) 
358—351 
(361,3—345,6) 
337—335 
(344—336,3) 
um 351 
(354,5—835,9) 
um 384 
(392,3—344,0) 


Differenz * 
== gebundenes 
Coffein 


mgr°/o 


4,8—10 
(4,8—18,8) 
69— 63,5 
(53—63,5) 
um 80 
(60—107) 
119—126 
(116—132) 
181,2—183,3 
(174—182,2) 
um 188,5 
(185—203,6) 
um 222.9 
(214,5—262,9) 


* Die Klammerwerte stellen Extremwerte dar. 


mg % Cotten gebunden 








Molare Konzentrationen des Coffeins 
bezogen auf die molare Hamoglobin- 
konzentration = m/10 000. 





74 


b) gebundenc s 


a) Gesamtcoffein Coffein 


m'109 
100 m/10000 


2,5—5 


m/10.000 


m/61 30,8—32.7 

= 164 m/10000 m/10 000 
m/49 41.5 

- 204 m/10000 m/10000 

m 41 60,8—65,4 

= 244 m/10000 m/10 000 
m/37 90 

= 270 m/10000 m/10000 
m/35 92 

- 285 m/10000 m/10000 
m/31 100 


= 800 m/10000 m/10000 


x 








200 500 400 


500 600 


mg % Coffein gesamt 


Abb. 1. 


z. B. zu entnehmen, da& bei der niedrigsten angewandten Konzentration 


von 198,8 mg-°%, = 


m/100 Coffein der 20. bis 40. Teil, bei der héchsten 


von m/31 etwa der dritte Teil gebunden wird. Ohne uns auf eine nahere 
Diskussion des Kurvenverlaufs einzulassen, der [unter Zuhilfenahme 
zweier Extremwerte (Punkt II und VII)] dem Verlauf einer Exponential- 
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kurve ahnelt, darf dem Verhalten wohl entnommen werden, da’ wahr- 
scheinlich eine Gleichgewichtsreaktion zwischen Eiwei8 und Coffein 
zugrunde liegt, die nach dem den Ausgangspunkt bildenden Filtrations- 
versuch als reversibel anzusehen ist. 

Die Himoglobinkenzentration in diesen Versuchsreihen betrug 
(bei einer prozentischen Konzentration von 0,15 und einem Molekular- 
gewicht des Hamoglobins von etwa 15000) m/10000. Der letzten Zahlen- 
reihe in der Tabelle XVI ist demgemaB zu entnehmen, da bei der 
schwachsten der angewandten Coffeinkonzentrationen von 1 Mol 
Hamoglobin 5 Mole Coffein gebunden werden. 


4 


X. Gefrierpunktsbestimmungen. 


Auch die Existenz der angenommenen Komplexbindung zwischen 
Aminosaure und Coffein 1aB8t sich nachweisen; wir benutzten dazu die 
Methcde der Gefrierpunktskestimmung. Als Beispiele einer aliphatischen 
und einer aromatischen Aminosiure wurden Glykokoll und Phenyl- 
alanin gewahlt; beide Kérper sind in relativ hoher Molaritat léslich, 
was fiir die Genauigkeit der Gefrierpunktsbestimmung von Vorteil ist. 

Die Versuche wurden so angesteilt, das aus Gefrierpunkts- 
bestimmungen die Molarititen der jeweiligen Aminosauren- und Coffein- 
lésungen bestimmt und aus ihnen die zu erwartende Gefrierpunkts- 
erniedrigung der Mischung beider errechnet wurde. Dieser errechnete 
Wert wurde mit dem Wert verglichen, den die Gefrierpunktsbestimmung 
der Mischung ergab. Niahere Angaben enthalt die Tabelle X VII. 


Tabelle XVII. 
Gefrierpunktsbestimmungen. 
1. Glykokoll — Coffein: 

m/5 Glykokoll. . . ...... . . + + Aget, 0,376 (ber. 0,37) 
»m/15** Coffein p wo « th oe 6 + Ages, 0,103 (ber. 0,123) 
5ceem m/5 Glykokoll (0,376 4) + 15ccm 
m/15 Coffem (0,103 4) ..... .-. . « + Apes, O1705 
Aget, 0,170 

2. Phenylalanin— Coffein : 


m/20 Phenylalanin. ....... . . + Ages, 0,093 (ber. 0,093) 
»m/90" Coffem . . . . . + +. + + + +» Ages, 0,061 (ber. 0,061) 
10cem m/10 Phenylalanin (0,186 4) + l0cem 

mis/i5 Cotte: (0,108 A) os so 6 + es + Ay: BAA 


Aget, 0,124 


Aaig, 0,020 


Bei den Versuchen mit Glykokoll und Coffein ergab sich véllige 
> . . ry 
Ubereinstimmung des errechneten und gemessenen Wertes, dagegen 
bei Phenylalanin und Coffein eine Erniedrigung des gemessenen Wertes 


20* 
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gegeniiber dem errechneten, d. h. Coffein und Phenylalanin zusamme, 
verhielten sich nicht wie eine Mischung, in der beide Einzelerniedrigunge:, 
sich einfach summieren, sondern ein Teil der Molekiile verschwindet 
durch Bildung neuer Komplexe: Die Erniedrigungsdifferenz betrug 
13,9°%, der Gesamterniedrigung und 39,4°, der Erniedrigung, welche 
auf den Coffeinanteil entfallt. 

Durch diesen Befund wird die Annahme einer Komplexverbindung 
Coffein—-EiweiB noch wahrscheinlicher gemacht. Als einen Hinweis 
auf die Art dieser Bindung kann man vielleicht den Unterschied an- 
sehen, der sich zwischen aliphatischer und cyklischer Aminosiiure 
ergibt. Schon Schiiller! hatte bei dem Nachweis der Komplexverbin- 
dungen, welche Coffein mit benzoesaurem und salicylsaurem Natrium 
bildet, darauf hingewiesen, daB diese Neigung zur Komplexbildung 
vielleicht von dem Benzolring ausgehen kénnte. Unter anderem hatte 
er auch fiir eine cyklische Aminosiure, das Tyrosinesterchlorhydrat, 
eine solche Komplexbindung mit Coffein wahrscheinlich machen kénnen 
Damit stimmen unsere Befunde also bestens tiberein. Da in den hier 
untersuchten EiweiBen Phenylalanin zu 3,8 bis 5°, vorhanden ist und 
auBer dem Phenylalanin noch andere cyklische Aminosiuren vor- 
kommen, ist vielleicht der SchluB berechtigt, daB diese Komplex- 
bindung an den aromatischen Bausteinen des EiweiBes vor sich geht. 

Wie, die Versuche an Hamoglobin, Albumin und Globulin und 
besonders an der aromatischen Metaaminobenzoesiure zeigen, ist mit 
der Komplexbildung eine Léslichkeitserhdhung verbunden. In An- 
lehnung an die Resultate von Pfeiffer?, der fiir die Mclekiilverbindungen 
von Aminosiuren mit Neutralsalzen in den meisten Fallen eine Léslich- 
keitserhéhung fand, wird man daher dazu neigen, diesen Vorgang als 
eine chemisch definierte Léslichkeitsinderung aufzufassen, d. h. die 
Komplexverbindung besitzt vermége ihres molekularen Baues eine 
héhere Léslichkeit als ihre Komponenten. Der Dispersionszustand 
der von uns untersuchten EiweiBarten wiirde also von Coffein nicht 
auf dem Wege irgendwelcher elektrischer Ladungsverinderung be- 
einfluBt werden, was bei einem Nichtelektrolyten, den das Coffein 
praktisch darstellt, auch kaum zu erwarten ist. 


XI. 

Wir wollen nun die gefundenen Tatsachen zu der Erklarung der 
anfangs geschilderten Filtrationsergebnisse verwenden. Wir haben 
gesehen, daB unter Coffeinwirkung und bei Verschiebung der Reaktion 
zum isoelektrischen Punkt die Filtrierdurchlassigkeit der eiweiBbeladenen 


1 Schiiller, 1. ¢. 
2 Pfeiffer, 8. 115. 





Kol 
dab 


die 


folg 
der 
daB 
ver] 
abh 
Dis} 


der 
Hite 
etw. 
Abs 
mo 
Bei 
Ver 
Px wr 
des 


von 


nac 
die 

Cof: 
k6én 
zZwit 
zur 
que 
Pur 
Anl 


Eiv 
spel 
mel 


gefi 


Kor 
dure 
bun 
gruy 
Zert 
keit 
eine 
wer 








mer 


agen 
ndet 
trug 


Iche 


ung 
Weis 

an- 
Aure 
bin- 
‘ium 
lung 
atte 
irat, 
nen. 
hier 
und 
vor- 
lex- 
eht. 
und 
mit 
An- 
wen 
ich- 
als 

die 
eine 
and 
icht 
be- 
fein 


der 
ben 
tion 
nen 





Membran- und EiweiBwirkung des Coffeins. 315 


Kollodiummembranen ansteigt. Unter Zugrundelegung der Anschauung, 
daB die Durchlassigkeit auf der Porositat des Filters beruht, und da8 
die Hagen - Poiseuillesche Gleichung anwendbar ist, ergibt sich 
folgendes: Das Lumen der Membranporen, welches fiir den Durchtritt 
der filtrierenden Lésung zur Verfiigung steht, erweitert sich dadurch, 
daB der vom EiweiB gebildete Wandbelag der Kollodiumporen an Dicke 
verliert. Diese Schichtdicke wird aber von der Struktur des EiweifSgels 
abhangen, als deren hauptsichlichste Faktoren wir Quellungs- und 
Dispersitatseinfliisse angefiihrt haben. 

Die Erhéhung der Filterdurchlassigkeit, welche bei Verschiebung 
der Reaktion zum isoelektrischen Punkt hin eintritt und schon von 
Hitchcock gefunden wurde, ist als Entquellungsvorgang gut erklarbar ; die 
etwa in ihrer Gesamtzah! konstanten EiweiBmizellen schrumpfen durch 
Abgabe des als Hydrat oder osmotisch gebundenen Wassers und ver- 
mégen sich infolgedessen auf einen kleineren Raum zusammenzulagern. 
Bei gleichbleibender Grundfliche mu8B sich dies vornehmlich in der 
Verkleinerung der Schichthéhe auswirken; mit dem GréBerwerden des 
Porendurchmessers muf die FiltriergréBe zunehmen. Die Reversion 
des Vorgangs kommt zustande, wenn bei der Entfernung der Reaktion 
vom isoelektrischen Punkt Quellung von neuem einsetzt. 

Fiir die gleichsinnig erfolgende Coffeinwirkung kénnte man zu- 
nichst an die gleiche Erklarung denken. Jedoch konnte, wie wir sahen, 
die von Ellinger seinerzeit angenommene Entquellungswirkung des 
Joffeins durch viskosimetrische Messung nicht bestitigt werden. Man 
kénnte auch daran denken, daB die vermutete Komplexverbindung 
zwischen Coffein und Eiweif8 den isoelektrischen Punkt des Eiweibes 
zur Versuchsreaktion hin verschébe; auch das miiBte zu einer Ent- 
quellung fiihren. Fiir eine solche Verlagerung des isoelektrischen 
Punktes findet sich aber in unseren Alkoholflockungsversuchen kein 
Anhaltspunkt. 


Eine VergréBerung des Porenlumens durch Verschmalerung der 
EiweiBwandschicht kénnte jedoch gut mit einer Erhéhung des Di- 
spersitatsgrades in Zusammenhang gebracht werden, wie sie nach 
mehreren der hier mitgeteilten Versuchsreihen durch das Coffein herbei- 
gefiihrt wird. 

Die Annahme, daB das Coffein mit den Bausteinen des Eiweibes eine 
Komplexverbindung eingeht, 14Bt eine Verainderung der Gelstruktur als 
durchaus méglich erscheinen; denn die mit der Komplexbildung ver- 
bundene Umlagerung in den Molekiilen mu8 die durch bestimmte Affinitats- 
gruppierung gewahrte Struktur der Gelmicellen zerstéren, und durch den 
Zerfall von Aggregaten, ebenso wie durch Auftreten der eine héhere Léslich- 
keit besitzenden Coffein-Aminosiurekomplexe kann die Teilchengr6éBe von 
einer kolloidalen GréBenordnung zu der einer echten Lésung hin verschoben 
werden. Triafe diese Dispersitétserhéhung alle Micellen in gleichem Mabe, 














* Aertel etme 
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d. h. zerfielen sie alle in gleich viele und gleich groBe Teile, dann ware eine 
Verinderung der Schichtdicke kaum denkbar; denn angenommen, dic 
Micellen waren kugelférmig und in dichtester Kugelpackung gelagert, 
dann bliebe der Raum stets der gleiche, gleichgiiltig, ob er von groBen oder 
kleinen Kugeln ausgefiillt sein wiirde. Nach Untersuchungen iiber dice 
Doppelbrechung von Gelatine- und anderen Solen' hat man aber den 
Micellen vieler Gele keine Kugelform zuzuschreiben; sie sind eher elliptisch 
oder staébchenférmig, in Reihen ausgerichtet. Zudem kann man vielleicht 
annehmen, daB zunichst die oberflachlichen Micellenlagen mit dem Coffein 
in Wechselwirkung treten. Bei dieser Komplexbildung wiirden also durch 
Zerfall der betreffenden Micellen —- wie schon angedeutet — Elemente de: 
verschiedensten GréBenordnung auftreten. Wenn dann aber ein Teil de: 
Micellen noch unverandert vorhanden ist, so setzt sich ein solches Gel aus 
Einzelteilchen der verschiedensten GréBenordnung zusammen, welche man 
infolge dieser ganzen Vorgiinge als beweglich genug ansehen kénnte, um 
eine Neuordnung vornehmen zu kénnen. Verschieden groBe Einzelteile 
kénnten sich aber dichter lagern als gleich groBe, indem Bruchstiicke dic 
Interstitien gréBerer Verbinde ausfiillen. Schon geringste auf diese Weise 
hervorgerufene Verringerungen der Schichtdicke miissen sich auswirken, 
weil jede Veranderung des Porenradius in der vierten Potenz zum Ausdruck 
kommt. 

Die Reversibilitat der Anderung der Filterdurchlassigkeit la6t sich 
gut mit der Annahme vereinigen, da8 wir es bei der Komplexbildung mit 
einem reversiblen Gleichgewichtsvorgang zu tun haben. In der Endphase 
unserer Filtrationsversuche wurde reine Pufferlésung vom py 7,2 durch- 
gesaugt. Die Coffeinkonzentration der Lésung war gleich Null, die Coffein- 
konzentration in der EiweiSschicht unter Annahme der Komplexbildung 
sicherlich héher. Da dies Konzentrationsgefalle von innen nach auben 
aufrecht erhalten wird, kann also allmahlich das Coffein aus seiner Bindung 
frei werden, entsprechend dem reversiblen Verlauf der Gleichgewichts- 
reaktion. Unter Verwendung der frei gewordenen Valenzen wird es jetzt 
den EiweiBmolekiilen wieder méglich, der urspriinglichen Anordnung im 
Gelaufbau zuzustreben, was sich in einer Erhéhung der Schichtdicke, Ver- 
kleinerung des Porenradius urd Erniedrigung der Durchliassigkeit aus- 
wirken wird. 


XII. 


Den Ausgangspunkt fiir die geschilderten Versuche bildete die 
Beobachtung, daB, obwohl die Bildung des Glomerulusharns an sich 
durch Narkoticum oder Cyanid unterdriickt werden kann, diese Gifte 
bei gleichzeitiger Zufiihrung groBer Coffeinkonzentrationen anscheinend 
ihre Wirkung einbiiBen, woraus der SchluB gezogen wurde, daB groBe 
Konzentrationen Coffein eine rein physikalisch-chemische Verainderung 
der Glomerulusmembran herbeifiihren, so daB ihre Durchlassigkeit 
steigt. Diese Steigerung ist, auch wenn sie enorme Grade erreicht — 
bei 1°, Coffein bis zum Achtfachen —, vollkommen reversibel. Wenn 
wir nun zum Schlu8 die Frage aufwerfen, in welcher Weise sich die bei 
unseren Untersuchungen gefundene Filterwirkung des Coffeins auf die 


1 Freundlich, 1. c., 8. 996 und 1001. 
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physiologischen Verhaltnisse tibertragen 148t, so scheint die eben 
genannte Art der Einwirkung auf den Glomerulusapparat kaum mit 
der Annahme vertriglich, daB das Coffein an den Zellen der Glomerulus- 
wand angreift; denn deren nachweislich vorhandene sekretorische 
Aktivitat oder vielmehr die ihr zugrundeliegenden kolloidalen Strukturen 
wiren einem so starken Eingriff wohl kaum gewachsen. Wahrscheinlicher 
ist es, daB die groBen Coffeinkonzentrationen das Gefiige der Glomerulus- 
wandzellen verindern, d. h. daB sie die Interzellularsubstanz, die die 
Zellen zusammenhalt, durchlassiger machen. Fiir diesen Vorgang 
wiirden die hier beschriebenen Filtrationsversuche ein brauchbares 
Analogon darstellen. 
Zusammenfassung. 


1. Filtrationsversuche an eiweibbeladenen Kollodiummembranen 
ergeben eine reversible Durchlassigkeitssteigerung bei Coffeingegenwart 
und bei Reaktionsverschiebung zum isoelektrischen Punkt des Eiweil- 
kérpers. 

2. Der EinfluB der Reaktionsverschiebung wird auf Veranderung 
des Quellungszustandes, die Coffeinwirkung auf eine Veranderung des 
Dispersitatsgrades der die Porenwandung bekleidenden EiweiSschicht 
zuriickgefiihrt. 

3. Die EiweiBverinderung unter CoffeineinfluB ist auf physikalisch- 
chemische Weise zu deuten. Coffein erhéht den Dispersitatsgrad 
hydrophiler und hydrophober Kolloide und erhéht die Léslichkeit der 
Aminosauren, wahrscheinlich infolge der Bildung einer Komplex- 
verbindung, die eine héhere Léslichkeit besitzt. Diese Verbindung wird 
durch Kompensationsdialysen fiir FEiwei$, durch Gefrierpunkts- 
bestimmungen fiir Aminosduren aufgezeigt. 

4. Die Diuresewirkung des Coffeins wird mit den Ergebnissen der 
Filtrationsversuche in Zusammenhang gebracht. 


Zum Schlu8 médchte ich Herrn Professor Hédber fiir die fretindliche 
Anregung zu dieser Arbeit und fiir die Anteilnahme bei ihrer Durchfiihrung 
ergebenst und herzlichst danken. Auch Herrn Priv.-Doz. Netter bin ich fiir 
manchen Rat zu groBem Dank verpflichtet. 











Ausflockung und Entmischung. 


Das System Gummi arabicum + Gelatine. 


Von 
Hi. G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 19. Juni 1929.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


AnlaBlich der Publikationen von Wo.Ostwald und R. H. Hertel: 
,,Kolloidchemische Reaktionen zwischen Solen von Eiweif$kérpern 
und polymeren Kohlehydraten“!, veréffentlichen wir hier die Resultate 
einiger Untersuchungen in bezug auf ein nah verwandtes Thema. 
Es handelt sich um das Auftreten von Entmischungen in Systemen 
von Gummi arabicum und Gelatine, ein Phainomen, das zuerst von 
Tiebackx* untersucht wurde. Schon hier wiinschen wir aber die Auf- 
merksamkeit darauf zu richten, daB unserer Uberzeugung nach Ent- 
mischung* immer eine Teilerscheinung der typischen Ausflockung 
hydrophiler Kolloide ist*; eine typische Flocke denken wir uns dann 
auch aufgebaut aus unzihligen kleinen Trépfchen, welche ungiinstiger 
Umstande halber nicht in verhaltnismaBig kurzer Zeit zu einer Schicht 
zusammenzuflieBen vermégen. Im von uns studierten Falle sind jene 
Faktoren so giinstig, daB diese Schichtbildung leicht auftritt, wenn nur 


1 Wo. Ostwald und R. H. Hertel, Kolloid-Zeitschr. 47, 1929. 

2 Ebendaselbst 8, 1911; 9, 1911; 81, 1922. 

3 Literatur betreffs Entmischungen: M. W. Beyerinck, ebendaselbst 
7, 1910; Wo. Ostwald und R. Kéhler, ebendaselbst 48, 1927 (hier auch 
weitere Literaturangaben). 

4 Wir haben uns vor kurzem noch davon iiberzeugen kénnen, dai 
nahezu keine Form der Ausflockung (hydrophiler Kolloide) besteht, 
welche nicht unter giinstigen Umstanden Entmischung statt Ausflockung 
geben kann; dies gilt z. B. fiir das Aussalzen, aber auch fiir die Ausflockung 
mittels Alkoholen, Phenolen (worunter kristallinische Gerbstoffe und 
Tannine: H.G. Bungenberg de Jong, Rec. des Trav. chim. des Pays-Bas 
48, 494, 1929); ein Beispiel der Ausflockung isolabiler EiweiBe bei ihrem 
isoelektrischen Punkte liefert das Casein; fiir die Ausflockung von Globulinen 
beim Verdiinnen ihrer Lésung in NaCl mit Wasser ist das Amandin ein 
Beispiel; das Zein, das, wie bekannt, zu den EiweiBen gehért, welche in 
70% igem Alkohol sich gut lésen, entmischt aus dieser Lésung beim Hinzu 
fiigen von Wasser. 
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dafiir Sorge getragen wird, daB keine schon gelatinierenden Gelatine- 
sole benutzt werden!?. 

Da eine phasen-theoretische Behandlung auf klassischer Grundlage 
fir das System Gummi arabicum—Gelatine schon von Reinders? 
ausgearbeitet) keine Einsicht gab in das Wesen der Entmischung, 
beschlossen wir, unser System vom kolloidchemischen Standpunkt aus 
zu studieren. 

Wo nun Entmischung der primaire Vorgang bei der Ausflockung 
hydrophiler Kolloide ist und wo bei der typischen Ausflockung die 
beiden Grenzflachenerscheinungen: Ladung und Solvatation, eine 
hervorragende Rolle spielen, da liegt es nahe, zu erwarten, daB im 
allgemeinen schon fiir das Zustandekommen der Entmischung diese 
beiden Faktoren von groBer Bedeutung sind. Da dies in dem von 
uns studierten Falle zutrifft, wird die vorliegende Untersuchung zeigen. 


Il. Additives und nichtadditives Verhalten der Viskositit bei Mischungen 
hydrophiler Sole. 

Wenn zwei hydrophile Sole miteinander gemischt werden und die 
Teilchen behalten nach der Mischung ihre Individualitaét, so la4Bt sich 
erwarten, da die Viskositat des Solgemisches im einfachsten Falle 
aus denen der Komponenten sich additiv zusammensetzt. 

Vorbedingungen sind dabei, daB die Viskositat der beiden Kompo- 
nenten nur wenig héher als die des Dispersionsmittels ist, da beide 
Sole dem Poiseuilleschen Gesetz folgen und daB beide Sole denselben 
Elektrolytgehalt haben*. Selbstverstandlich wird besonders die letzte 
Bedingung schwer zu erfiillen sein, aber die folgenden Messungen 
(bei 50°) lassen ersehen, daB bei der erwéhnten Kombination von 
Agar, Gummi arabicum und Starke diese ideale Additivitit nahezu 
erreicht ist. 

Tabelle I. 
Gummi arabicum 0,54°%ig + Amylum solubile 0,82 ig. 





Mischungsverhiltnis in °/, 





aii t,Jt,,* t,/t,, ber. 
Gummi arabicum Amylum solubile 

100 — 1,569 — 
71,4 28,6 1,549 1,546 
50 50 1,537 1,536 
28,6 71,4 1,525 1,526 
_ 100 1,512 — 

* t,/t,, = Relative Durchlaufzeit des Sols bezogen auf Wasser. 


1 Unsere Viskositétsmessungen wurden ausgefiihrt bei 42°, da schon 
bei 37° die Gelatinierung viskosimetrisch merkbar ist. 

2 Chemisch Weekblad 10, 1913. 

3 Nicht veréffentlichte Untersuchungen aus dem hiesigen Institut. 
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Tabelle II. 


Gummi arabicum 0,34°%ig + Agar 0,067 ig. 





Mischungsverhiltnis in °/9 





Seecuiaienlat tJt, tt, ber. 
Gummi arabicum Agar 
100 _- 1,406 _- 
66,7 33,3 1,380 1,381 
33,3 66,7 1,359 1,355 
-- 100 1,330 — 


Tabelle III. 





Amylum solubile 0,51 %ig + Agar 0,067 %ig. 


Mischungsverhiltnis in °/9 





Sa t, ty t, ty ber. 
Amylum solubile Agar 
100 _ 1,307 — 
66,7 33,3 1,312 1,315 
33,3 66,7 1,321 1,322 
ssa 100 1,330 = 


Die Additivitat bleibt erhalten, wenn wir den beiden Komponenten 
denselben Elektrolyten zu derselben Endkonzentration hinzufiigen. 
(Tabellen IV bis VI, wo die KCl-Konzentration immer 10 Milliaq. 
betragt.) 

Tabelle IV. 


Gummi arabicum 0,34%ig + Amylum solubile 0,51 %ig. 





| 





Mischungsverhaltnis ‘in °/) i FOE ae 
Sate. DER TIRE * - ber. 
Gummi arabicum Amylum solubile ty +e to +e 
109 —_ 1,114 _ 
66,7 33,3 1,138 1,137 
33,3 66,7 1,161 1,161 
—- 100 1,184 a 
* t, . ¢ = Durchlaufzeit des Sols mit 10 Milliaq. KCI, ¢,, + ¢ = Durchlaufzeit der gleich- 


konzentrierten K Cl-Lésung. 
Tabelle V. 
Gummi arabicum 0,34%ig + Agar 0,067 %ig. 








Mischungsverhiltnis in °/o Cie ge ‘ 
er. 
Gummi arabicum Agar t, +e tn te 
100 aa 1,114 — 
66,7 33,3 1,137 1,138 
33,3 66,7 1,164 | 1,163 
_ 100 1,187 — 
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Tabelle VI. 


Amylum solubile 0,51 °,ig + Agar 0,067 °;ig. 





Mischungsverhiltnis in °/, to 4 t 


e 8 € 
canpinaquetanysnmumentetienaags ber 
Amylum solubile Agar bo +e lot+e 
100 — 1,184 _— 
66,7 33,3 1,185 1,185 
33,3 66,7 1,186 1,186 
se 100 1,187 “ 


Wenn sich nun bei Scolmischung Abweichungen vom additiven 
Betragen vorfinden und die obengenannten Ursachen, wodurch eben- 
falls Abweichungen von der Additivitéit auftreten kénnen (u. a. Nicht- 
giltigkeit des Potseuilleschen Gesetzes, verschiedener Elektrolytgehalt 
des Dispersionsmittels) nicht die Ursache sind, so bleibt nur, iibrig, 
daB die Teilchen der beiden Sole im Gemisch nicht langer vollkommen 
frei voneinander sind. 

Das ist nun der Fall bei Gelatine—-Gummi-arabicum-Solgemischen 
zwischen py == 4,8 und 1,2, wihrend jenseits dieses py-Bereichs die 
Viskositat der Solgemische recht gut additiv ist. 


11]. Herkunft und Reinigung der verwendeten Kolloidsubstanzen und yor- 
hereitende Untersuchung ihrer Sole. 

Das benutzte Gummi arabicum war die beste Handelsqualitat: 
,.Gomme Senegal petite boule blanche I‘, welches wir direkt vom 
Importeur! in Paris bezogen. Es ist dieselbe Qualitat, welche T'endeloo® 
fiir das viskosimetrische Studium des Sols benutzte. Die Substanz, 
welche nur sehr wenig freie Elektrolyte enthalten kann, wurde nicht 
weiter gereinigt. Die Gelatine war eine besonders gute Sorte, die die 
,,Lijm en Gelatinefabriek Delft’ in Delft, Holland, zu unserer Ver- 
fiigung stellte. Sie wurde nach der von Loehb® gegebenen Vorschrift 
durch Waschen mit */,9.,n HCl usw. praktisch aschenfrei gemacht. 
Eine 0,67 °,,ige Lésung zeigte bei 20° ein py 4,58. 

Mit der H-Elektrode wurden nun Titrationskurven bestimmt, 
sowohl fiir Gelatine- wie fiir Gummi-arabicum-Sole, und die erhaltenen 
Resultate graphisch dargestellt. Fiir die im folgenden Abschnitt 
beschriebenen Versuche konnten mit ihrer Hilfe also leicht ein Gelatine 
und ein Gummisol mit demselben py hergestellt werden. 

Zur gleichen Zeit bestimmten wir auch die Viskositét beider Sole 
und erhielten so zwei Viskositats-py-kurven. Das Minimum der Gelatine- 





1 Alland und Robert, Paris. 

2 H. J.C. Tendeloo, Diss. Utrecht 1926. 

3 J. Loeb, Proteins and the Theory of Colloidal Behaviour 1922, 8. 35. 
Mac Craw-Hill Bosh-Company, New York. 


Biochemische Zeitschrift Band 212. 91 
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kurve befand sich bei py 4,82. (Hier befand sich auch das Triibungs- 
maximum beim Abkiihlen). Der isoelektrische Punkt unserer gereinigt «1 
Gelatine war also 4.82. 


IV. Additivitit und Nichtadditivitit der Viskositit von Gelatine-Gummi- 
arabicum-Solgemischen bei variiertem py. 

Es wurde je eine 2,5-Liter-Portion 2 °,,igen Gelatinesols und Gumimi- 
arabicum-Sols hergestellt und dieselben mit einigen Tropfen Toluo! 
versetzt und, in 400-cem-Portionen geteilt, im Eisschrank aufbewalhrt, 
Mit ihrer Hilfe stellten wir an dem Versuchstag ein 0,67 ° iges 
Gelatinesol und ein 0,67 °, iges Gummi-arabicum-Sol von demselben )), 
dar und auch zwei ebensolche Sole, die auBerdem KCl zu einer End 
konzentration von 0,15 n enthielten. 

Es wurden die py nochmals mit der H-Elektrode bestimmt und 
die Viskositat der beiden Sole und ihrer Mischungen bei 42° gemessen 

Die folgende Tabelle gibt die Viskositat des Gelatinesols (py 5.05). 
des Gummisols (py 5,07) und ihrer Mischungen. 


Tabelle VII. 


0,67 %iges Gelatinesol (pp. 5,05) + 0,67 °,iges Gummi-arabicum-Sol (pg 5,07). 








Mischungsverhaltnis in °/9 %p 
— Lies eg RRS RUS eS assis t, t, " t. t, ber. des additiven 
Gelatine Gummi arabicum Verhaltens 
100 — 1,224 
66,7 33,3 1,383 1,380 101 
33,3 66,7 1,529 1,536 99 
— 100 1,692 


* t,/t, = Relative Durchlaufzeit des Solgemisches bezogen auf das Dispersionsmitte! 
(hier Wasser). 


Hieraus 14Bt sich ersehen, daB innerhalb der Versuchsfehler die 
Viskositat bei py 5,05 additiv ist. Es soll noch bemerkt werden, dab die 
Zahlen der letzten Kolonne sich nicht beziehen auf die Viskositaten 

0,529 
selbst, sondern auf die Werte ¢, /t,—1 [aso —— = 20%,| * 
0,536 

Jetzt wollen wir uns die folgende Tabelle ansehen, woraus wir 
erfahren, daB bei einem py von 3,97 bis 4,00 die Additivitat ganz ver- 
schwunden ist. 


* Der LEinstein-(von Smoluchowski)schen Forme] gemaéB® ist nicht die 
Viskositat selbst, sondern der Ausdruck 7, / — 1 ein MaB fiir den kolloid- 


chemischen Zustand der Solteilchen. Praktisch kénnen wir jenen Ausdruck 
t, /t) —1 gleichsetzen, zumal der EinfluB der Dichte bei unserer Be- 
rechnungsweise herausdividiert wird. 
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Tabelle VIII. 





0,67°, Gelatine (py 4,00) + 0,67°, Gummi arabicum (py 3,97.) 
Mischungsverhiltnis in °/9 Gelatine 
PEL 5 of t/t blanco zur CR wee %/» von 
qr : #°0 Zeit der eo Additivitat 
Gclatine Gummi arabicum Messung 
100 1,452 
4.8 1,330 1,445 1,440 75 
16,7 1,138 1,445 1,428 32 
25 1,065 1,447 1,421 15 
28,6 1,068 1,442 1,414 16 
33,3 1,051 1,447 1,413 12 
50,0 1,140 1.449 1,397 35 
66,7 1,193 1,449 1,379 60 
83,3 1,259 1,442 1,360 72 
100 1,344 
109 - 1,440 


Zu dieser Tabelle ist zu bemerken, da die Werte aus der fiinften 
Spalte nicht direkt zu errechnen sind aus dem Mischungsverhaltnis 
und den beiden Werten 1,452 und 1,344. Das Gelatinesol zeigt nimlich 
(bei 42° aufbewahrt) einen Viskositaétsriickgang mit der Zeit, so dab 
am Ende dieser Serie das Gelatinesol aufs neue gemessen nur noch eine 
Viskositét von 1,440 hatte. 

In der vierten Spalte sind die Viskositatswerte des Blankogelatine- 
sols interpoliert zur Zeit der Messung des betreffenden Solgemisches. 
Nur diese Zahlen sind zifr Berechnung der Werte der fiinften Spalte 
benutzt. Das Gummi-arabicum-Sol, das waihrend der Versuchsserie bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt werden konnte (es gelatiniert nicht), 
zeigte auch bei niedrigen py-Werten keinen Riickgang der Viskositat. 

Es zeigen also die Werte der letzten Spalte ein Minimum auf, 
und wie aus der folgenden Ubersicht (Tabelle IX) zu ersehen ist, fallt 
das Minimum zusammen mit der maximalen Entmischung. 


Tabelle IX. 





star ~ —- pe tha al A iat al Diameter Entmischte 
a 

10 0 
0 100 klar 
48 75 leicht triibe 2—3 
16,7 32 stark , 20—30 + 
25 15 ° i 20—30 + 
28,6 16 mk i 20—100 +4 
33,3 12 i ‘ 20-—40 +--+ 
50 85 triibe 2—3 
66,7 60 klar —_ 
83,3 72 ‘ _ 


100 100 - — 
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Zu dieser Ubersicht ist zu bemerken, daB wir gleich nach de 
Fiillung des Viskosimeters eine Probe des Gemisches auf einem 1 
warmten Objekttrager mikroskopisch untersuchten und den durch 
schnittlichen Diameter der Trépfchen feststellten. 

Da die Trépfchen, besonders beim Minimum, groBe Neigung zu 
ZusammenflieBen haben, ist ihre GréBe nicht etwas Stationares, sondern 
nur ein MaB der Entmischungsstarke und der Neigung zum Zusammen.- 
flieBen. 

Es méchte einen wundern, dafB im allgemeinen die Viskositats 
bestimmungen nicht gestért werden durch die Anwesenheit der ent 
mischten Phase. Es ist dies der vorziiglichen fliissigen Beschaffenheit der 
Trépfchen zu danken. Nur in der unmittelbaren Nahe des Additivitats 
minimums, d. h. des Entmischungsoptimums, treten bisweilen Stérungen 
auf, welche sich in der Steigerung der Durchlaufszeiten mit der Zeit 
verraten. Das war z. B. bei der Mischung mit 28,6°,, Gummi der Fall 

Diese Additivitatszahl (16 °,,) fallt dann auch aus der Kurve heraus 
und das wirkliche Minimum soll in ihrer unmittelbaren Nahe liegen 
(etwa bei 30°,, Gummi arabicum). In vielen Fallen war beim Minimum 
die erste Durchlaufszeit noch zu verwerten, die zweite schon eine ode; 
mehrere Sekurden gestiegen. 

Wegen der auftretenden neuen Phase sind wir nicht in der Lage 
die Viskositatswerte selbst leicht zu interpretieren, nur kénnen wir sic 
in bezug auf den berechneten Mischungswert (zweite Spalte) als Zahlen- 
maf fiir die Intensitat der Entmischung benutzen. Die in Prozenten 
ausgedriickte Additivitatskurve zeigt also immer ein Minimum bei opti- 
maler Entmischung. (Die experimentell bestimmte Viskositatskurve 
selbst braucht das, besonders bei grofem Unterschied der Viskositaten 
der beiden Komponenten, nicht immer zu tun.) 

Es wurden nun die gleichen Messungen auch bei anderen 
pu-Werten ausgefiihrt, und der Kiirze halber werden wir in Tabelle X 


Tabelle X. 








Pu pp des Mischungsverhaltnis Lage des Minimums 
des Gelatinesols Gummi-arabicum-Sols , ¢im Minimum in %o | in ° — edditiven 
Gummircarabicum:Sol erhaltens 

5,05 5,07 — — 
4,70 4,70 5 84 
4.38 4.33 17 47 
4,00 3,97 30 12 
3,48 3,44 48 -o 
2,81 2,76 64 21 
2.48 2,44 72 53 
2.06 2 O5 80 86 
1,23 1,21 — 
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ur die wichtigsten Punkte dieser Serien mitteilen, nimlich die py-Werte 
beiden Komponenten, das Mischungsverhaltnis und die Tiefe des 


eT 
Die vollstindigen Kurven sind 


Minimums der ,.Additivitatskurve™. 
» Abb. 1 und 2 dargestellt. Immer fiel das genannte Minimum zusammen 


mit der optimalen Entmischung. 
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Abb. 3 gibt graphisch das Mischungsverhiltnis der beiden Kom} 
nenten als Funktion des mittleren py. Keine Entmischung tritt au 
wenn Gelatine und Gummi arabicum beide negativ geladen si: 


(Pu 5,06). 
A100 ; 
9 


BO} 





Abb. 3. Mischungsverhaltnisse der optimalen Entmischung eines 0,67 °/, igen Gelatine- 
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Gelatine schon wieder viel seiner positiven Ladung eingebiiBt hat 
und das Gummi praktisch seine Ladung verloren hat, die Entmischungs- lie 
erscheinung ganz aufhért. scl 
Wir sehen also, daB es sich hier nicht um eine Stéchiometrie der 
Massen handelt bei der optimalen Entmischung, sondern in erster gel 
Instanz um eine ,,St6échiometrie’ der kapillar-elektrischen Ladungen ol 
Eine auffallende Tatsache ist nun weiter, da das Minimum nicht ve 
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mp , ; ines eee ee _s ; 
y-Bereich, wo das Minimum der Additivititskurve am tiefsten liegt. 
a lie Entmischung ist also hier maximal. 

Analysen der beiden Schichten wiirden hier eine Aufklarung der 
Verhaltnisse bringen. Zurzeit ist jene Arbeit jedoch nicht so weit 
veférdert, um schon jetzt dariiber zu berichten. 

V. Die Aufhebung der Entmischung durch hinzugefiigte Elektrolyten. 

Im AnschluB8 mit den im vorigen Abschnitt beschriebenen Ver- 
suchsserien wurde bei einigen py (4,70; 3,99; 3,46; 2,79; 2,46) ebenfalls 
die Viskositaét der Solkombinationen gemessen bei gleichzeitiger An- 
wesenheit von 150 m/Aq. KCL. 

Die Gemische sind vollkommen klar, und immer erhielten wir 
additive Viskositatswerte innerhalb der Versuchsfehler. In Gegenwart 
von 150 m/Aq. KCl handhaben also im ganzen py-Trajekt, wo bei den 
Blankosolen die Entmischungserscheinungen auftreten, Gelatine- und 

bil Gummiteilchen in den Solgemischen ihre Individualitat. Man braucht 
tine den Elektrolyten nicht bei den Solen von vornherein mitzugeben, 
liidt sondern kann auch mit den Blankosolen zuerst Entmischung hervor- 
ale rufen und dann durch Hinzufiigen der Elektrolyten (in starker Losung 
die oder als feste Substanz) die Entmischung wieder aufheben. 

hat Die Entmischung ist also ein umkehrbarer ProzeB, und es liegt nahe, 
ngs- diese Aufhebung der Entladung den beiden Solkomponenten zuzu- 

schreiben. 

der Da aber auch schon eine entstandene Entmischung durch hinzu- 
soe gefiigte Elektrolyten verschwindet, ist anzunehmen, daf in der ent- 
= mischten Phase beide Solkomponenten ihre Ladung nicht gegenseitig 
cht vernichtet haben, sondern daf beiderlei Teilchen ihre entgegengesetzte 
Bes Ladung eher darin erhalten haben. 


Verschwindet diese Ladung durch hinzugefiigte Elektrolyten, so 
geht der elektrische Gegensatz verloren, welcher maBgebend fiir unseren 
Flockungs- bzw. Entmischungsmedus ist. Die Teilchen, welche in der 
entmischten Phase noch anwesend zu denken sind, nur durch ihre 
Wasserhiille voneinander entfernt, geben sich einander frei und der 
Zwangszustand, eben der entmischte Zustand, verschwindet. 


In der Tabelle XI findet man den EinfluB von steigenden KCl- 
Konzentrationen auf den Entmischungsvorgang, bei py 4,00, wobei wir 
der Kiirze halber nur bei jedem Mischungsverhaltnis das Endresultat der 
Berechnung, nimlich die Viskositat der Solmischung in Prozenten des 
zugehérigen additiven Wertes der Viskositaét gegeben haben. Die 


volilstandigen Kurven sind in Abb. 5 dargestellt. 
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Tabelle XI. 


= 0 


EinfluB von KCl auf die (0,67 °.ige Gelatine 0,67 °,ige Gummi-arabicun 


Entmischung bei py 4,00. 





Mischungsverhaltnis Additive Viskositatswerte in °/, 


es 
Gummirarabicum-Sols 


0/0 blanko K Cl 15 Milliaq KCl 30 Milliaq KCl 45 Millia 
0 100 100 100 100 
39 78 90 95 
7.4 64 81 
16,7 31 64 88 
33,5 16 50 85 46 
66,7 2 72 54 93 
90,9 88 
100 100 100 100 100 





Abb. 5. 


Additivitatskurven fiir Gemische eines 0,67°/gigen Gelatines und eines 0,67°/)igen Gummi 
arabicum-Sols bei konstantem Py und variiertem K Cl-Gehalt. 


Mit steigender KCl-Konzentration nimmt die Entmischungs 
tendenz, die GréBe der mikroskopischen Trépfchen und die Triibung 
allmahlich ab, und bei45 Milliaq. wird gar keine Triibung mehr konstatiert 
und ist die Additivitaét nahezu wieder vollkommen geworden. 


Der Kiirze halber méchten wir hier nur das Resultat weitere: 
Versuchsserien mitteilen. Sie wurden immer bei py 4,00 ausgefiihrt 
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id hatten zum Zweck, die Wirkung verschiedener Elektrolyte mit- 
nander zu vergleichen. 


Bei gleicher Konzentration in Milliaquivalenten wird der Ent- 
lischung in zunehmendem Mabe entgegengewirkt durch die Elektro- 
vten 
K SO, 

» ? 


KCl<_KNO,-<_ KJ KCONS 


also bis auf die Stelling des Sulfations, die normale Folge der lvotropen 
Anionenreihe. 


Die Sonderstellung des Sulfations riihrt jedoch nicht von einer 
anomalen lyotropen Wirkung her, sondern beruht auf der Valenz 
des Sulfations. 


Wir fanden, daB bei elektroaquivaienten Konzentrationen die 
Riickkehr zur Additivitat mit der Valenz des Anions gréBer wird: 


K,SO, K, FeCy, Ky FeCyg 


KC] 
2 3 4 


Wahrend bei den einwertigen Anionen die lyotrope Stellung 
deutlich hervorspringt. ist die Lyotropie der Kationen nicht hervor- 
ragend: 

LiCl, NaCl und KCl haben innerhalb der Versuchsfehler denselben 
Effekt, ebenso Li,SO,, Na,SO, und K,SO, 


Nicht nur die Valenz des Anions, sondern auch die Valenz des 
Kations ist von hervorragender Bedeutung, und auch hier ist wiederum 
der Riickgang zur Additivitat um so gréBer, als die Kationvalenz 
hoher ist, also in der Folge: 


; CaCl, Luteokobaltchloride 
ia< —— < . 
2 3 
Auch hier spielt die lyotrope Stellung des Kations nur eine unter 


geordnete Rolle. 


MgCl,. CaCl, SrCl, und BaCl, tiben praktisch denselben Ein- 
fluB aus. 


Wir méchten schlieBlich in Tabelle XII noch das Endresultat einer 
Versuchsreihe wiedergeben, wobei wir die Riickkehr zur Additivitat 
bei pu 4,00 mit vier Elektrolyten als Funktion der Elektrolytenkonzen- 
tration verfolgten, bei nur einem einzigen Mischungsverhaltnis (37.5 °,, 
Gummi arabicum). Gleichzeitig konnten wir auch feststellen, das der 
Nichtelektrolytrohrzucker bei einer Konzentration von 33 Millimol 


praktisch keinen EinfluB hatte. 
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Tabelle X11. 





Zugetigter Stoft Endkonzentration °/, des additiven Verhalt« 


Keiner 
Rohrzucker 33° Millimol 
KCl Milliay. 


Luteokobaltchloride 1 21 
5 eS 62 

13.3 gy 

Pt-Salz * 2 43 

4 7 83 

5 98 


* Pt-Salz = Pt(Aein)s (NO3),. Wir danken Prof. . M. Jaeger, Groningen, fiir seine Bereit 
willigkeit, dieses Komplexsalz fiir uns herzustellen. 


Die in Tabelle XII mit einem Sternchen (*) versehenen Werte sind zu 
Komplettierung hinzugefiigt. Sie sind durch Interpolation aus anderen 
Versuchsreihen berechnet worden. 


Wie man aus der Abb. 6 sieht, ist es deutlich, daB ein sehr wichtige 
Moment in der Riickkehr der Additivitit die Aufhebung einer negativen 








“* on 


Nonzentration in m aeg. 


Abb. 6. Riickkehr zur Additivitat und Kationenvalenz 
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k.pillar-elektrischen Ladung ist. Ebenso wichtig ist aber auch, wie 
wir oben schon sahen, die Aufhebung einer positiven Ladung. Das alles 
schlieBt sich nun sehr gut der Vorstellung des Mechanismus der Ent- 
mischung an, die wir schon friiher gestreift haben. 

Fiir das Zustandekommen der Entmischung ist also ein geniigender 
kapillar-elektrischer Gegensatz zwischen dem _ positiven Gelatinesol 
und dem negativen Gummisol erforderlich. 

Ein entladender EinfluB auf jede der beiden Komponenten wirkt 
der Entmischung entgegen. 

Jedoch sind auch lyotrope Einfliisse mit im Spiele, sie stehen aber 
den kapillar-elektrischen gegeniiber ganz im Hintergrund. 

GemaB der Umkehrbarkeit nun einer schon zustande gekommenen 
Entmischung durch hinzugefiigte Elektrolyten meinen wir, daB bei der 
Entmischung die entgegengesetzten Ladungen einander nicht vernichtet 
haben, sondern potentiell in der entmischten Phase noch immer an- 
wesend sind. 

Eine solche Vorstellung setzt nun auch voraus, daB in der ent- 
mischten Phase beiderlei Teilchen noch vorhanden sind, d.h.: die ent- 
mischte Phase soll noch immer ein kolloides System sein. 

Die Teilchen kénnen dann nicht direkt mit ihrer festen Substanz 
aneinander haften, sondern miissen mehr oder weniger frei sein und jeden- 
falls durch ihre Hydratationshiilien getrennt werden. 

So kommen wir zu der Vorstellung, dab einerseits der kapillarelek- 
trische Gegensatz die Gummi- und Gelatineteilchen zwingt, in unmittel- 
barer Nahe voneinander zu verweilen, waihrend andererseits die Hydra- 
tation eben einem wirklichen Kontakt widerstrebt. Es ist nach dem 
nicht wunderbar, daB bei schwach entladenden Elektrolyten, wie KCl, 
KNO,;, KJ, KONS, auch lyotrope Einfliisse zu verkennen sind. 

Der EinfluB, welchen beide Komponenten aufeinander ausiiben, 
kann sogar sehr gut eine gegenseitige Dehydratation genannt werden, 
denn die Viskositaétsmessungen weisen aus, da vom Anfang an die 
Summe der wirksamenVolumina der Teilchen abnimmt, und wir kommen 
damit zu derselben Formulierung, wozu auch Wo. Ostwald! bei seinen 
Untersuchungen gelangt, aber jedenfalls wird sie in unserem Falle 
sekundar hervorgerufen durch den kapillar-elektrischen Gegensatz der 
positiven Gelatine- und negativen Gummiteilchen. 


VI. Andere Kolloidkombinationen, wobei der Mechanismus der Flockung 
bzw. Entmischung derselbe ist. 

Wir stellten uns durch Extraktion mit Wasser Schleimlésungen 

dar aus den folgenden Drogen: Semen Lini, Semen Psyllii, Cetraria 


1 Wo. Ostwald und R. H. Hertel, |. c. 
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Islandica, Carrhagen, Radix Althaea und Tragacanth. Die Schle 
ldsungen wurden mit Alkohol gefallt, das Koagulat wieder aufge| st 
in Wasser und abermals mit Alkohol gefiallt. Die Sole der so gereinigt on 
polymeren Kohlehydrate zeigten qualitativ dasselbe Verhalten Gelat ine 
gegeniiber wie Gummi arabicum. Die Mischungen tlockten aus an cer 
sauren Seite des iscelektrischen Punktes der Gelatine, lésten sich aber 
bei niedrigeren py-Werten (Zufiigen von HCl), aber auch bei Cberschrei 
tung der py des iscelektrischen Punktes (Zufiigen von NaOH). Ebenso 
erfolgte Lésung nach Zufiigen von KCl. 





Abb. 7. 


Von den genannten Kombinationen konnten wir die Ausflockung 
mit den vier ersten Polyosen auch in der Form von mikroskopischer 
Entmischung erhalten, wobei Erhéhung der Temperatur meistens schon 
bald zum Ziele fiihrte. 

Mit Amylum solubile und mit Agar gelang es nicht so leicht, diese 
typischen Erscheinungen zu erhalten. Die Resultate deuteten immer woh! 
auf eine Entmischung (Ausflockung) hin, aber sie waren niemals so 
typisch wie bei den anderen Polyosen. 

Gelatine ist aber nicht der einzige Eiweibkérper, der mit Gummi 
arabicum und den Pflanzenschleimen die genannten Erscheinungen 
hervorbringt. Mit Gummi arabicum erhielten wir ahnliche Resultate 


wie 


Ich 


Ser 
ste! 
Gu 


Ph 


Be: 
son 
pri 
der 
nac 
mit 
(be 
fiig 


wa 


Vol 

diu 
al 

mu 


Ser 


Wil 
vol 
Ein 
vol 
bes 


nic 
gal 


Fe 


leic 


Tre 


192 








hle 

fgelost 
nigt n 
elatine 


AN cer 
h aber 
schrej 


ebenso 


-kung 
ischer 


schon 


diese 
wohl 


ils so 


Imm 
ingen 
ultate 





Ausflockung und Entmischung. 333 


wie mit Eialbumin, Serumalbumin und wasserigen Extrakten der Droge 
[chthyocolla. 

Etwas ausfiihrlicher untersuchten wir die Kombinationen mit 
Serumalbumin, das wir gemaéB den Angaben von The Svedberg' her- 
stellten. Abb.7 gibt eine Mikrophotographie der Entmischung mit 
Gummi arabicum, worauf deutlich die fliissige Natur der entmischten 
Phase an dem ZusammenflieBen der Trépfchen zu ersehen ist. 


Bei den Kombinationen mit Serumalbumin wurde noch eine 
Besonderheit bemerkt, die vielleicht nicht ohne Bedeutung ist. Be- 
sonders bei den Kombinationen mit Semen Lini und mit Carrhagen, 
prinzipiell auch, aber langsamer, bei den anderen Polyosen wird bald nach 
der Entmischung dieselbe nicht umkehrbar. Wahrend also KCl, gleich 
nach der Entmischung zugefiigt, diese restlos aufhebt, bleibt die Ent- 
mischung verharren, wenn das KCl erst nach einiger Zeit zugefitgt wird 
(besonders bei héherer Temperatur, z. B. 42°), und nach dem Hinzu- 
fiigen bleibt das Solgemisch in zunehmendem MaBe triibe, je langer man 
wartet. 

Wir glauben, hier eine Parallele ziehen zu diirfen mit dem Befund 
von Loeb?, der fand, daB die mit Serumalbumin bekleideten Kolo- 
diumpartikel sich wie eine mit einem isolabilen EiweiBkérper bekleidete 
Partikel verhielten, obwohl, wie bekannt, das native Serumalbumin 
zu den isostabilen gehért. 


Er nimmt bekanntlich an, daB im adsorbierten Zustande das 
Serumalbumin denaturiert wird. 


Die bei den Entmischungen bald auftretende Nichtumkehrbarkeit 
wird wahrscheinlich auf derselben beruhen. Unseren Vorstellungen 
von der Zusammensetzung der entmischten Phase gemaB befinden sich 
EiweiBteilchen und Pelyoseteilchen nur auf ganz kurzen Abstanden 
voneinander, ja wir kénnten sie auch als aneinander adsorbiert 
beschreiben. ; 

Es ist weiter interessant, daB die negativ geladene Komponente 
nicht ein Kohlehydrat zu sein braucht, sondern auch chemisch zu einer 
ganz anderen Klasse gehéren kann. 


So erhielten wir mit Na-Nucleinat (dargestellt nach dem von 
Feulgen® angegebenen Verfahren), Gelatine und einer Spur HCl sehr 
leicht Entmischungserscheinungen (mikroskopisch sehr groBe fliissige 
Tropfen), die sich in ihrem Verhalten HC], NaOH und KCl gegeniiber 


1 The Svedberg und Bertil Sjégren, Journ. Amer. Chem. Soc. 50, 3318, 
1928. 

2 J. Loeb, Journ. Gen. Physiol. 5, 109, 1922. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 261, 1914. 
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vollkommen bei der Kombination Gummi arabicum—Gelatine a 
schlossen. 

Wir sind bisher noch nicht in der Lage gewesen, uns durch eigeie 
Anschauung einen Eindruck zu formen, ob auch die schon vielfac} 
beschriebene Prizipitation der ,,basischen‘: EiweiBkérper mit ,,sauren 
zu dieser selben Klasse von Erscheinungen gehért, sind jedoch mit 
ihrer Herstellung beschaftigt und beabsichtigen, zu seiner Zeit auf diese: 
Gegenstand zuriickzukommen. 


Zusammenfassung. 
1. Entmischung ist eine Teilerscheinung der typischen Ausflockuny 
hydrophiler Sole. 


2. In manchen Fallen ist bei Gemischen von hydrophilen Solen 


oo =O o,¢ 
der Ausdruck " nahezu additiv. 
0 


3. Bei Gemischen von verdiinnten Gelatine- und Gummi-arabicum- 
Solen ist jedech im py-Trajekt 4.82 —-1,2 der genannte Ausdruck 
nicht additiv. 

° , «~~ Yo 7) . ° 
4. Die Kurve 100+ Me exp.- 0 ber. als Funktion des 
No Ns — No 
Mischungsverhaltnisses (weiter unten angedeutet mit ,,Additivitits 
kurve) wurde fiir Gemische von isohydrischer 0,67° iger Gelatine 
und 0,67 °. igem Gummi arabicum bei 42° bestimmt. 


5. Die ,,Additivitatskurven’ zeigen im py-Trajekt 4,82 — 1,23 ein 
Minimum, das zusammenfallt mit optimaler Entmischung. 


6. Die Lage des genannten Minimums durchlauft mit abuehmendem 
pu alle Mischungsverhaltnisse in dem Sinne, daB in der Nahe des iso- 
elektrischen Punktes der von uns benutzten aschenfreien Gelatine 
(4,82} das Minimum ganz an der Gelatineseite liegt, jedoch mit sinken- 
dem px sich nach der Gummiseite des Diagramms verschiebt. 


7. Fiir das Zustandekommen der Entmischung spielt also kapillai 
elektrische Ladung eine tiberwiegende Rolle. Bei py 4,7 z. B. ist die 
Gelatine nur schwach positiv, das Gummi jedoch stark negativ. Bei 
abnehmendem py kehrt dies um. Die Gelatine wird stark positiv, das 
Gummi immer schwacher negativ. Bei py 1,2, wo die Gelatine schon 
wieder vieles ihrer positiven Ladung eingebiiBt hat, ist das Gummi 
nur noch aéuBerst schwach negativ geladen. Die Entmischung hort auf. 


8. Fiir das Zustandekommen der Entmischung ist also ein ge- 
niigender kapillar-elektrischer Gegensatz der beiden Komponenten 
nétig. Dieser SchluB wurde bestatigt durch den EinfluB, welchen 
zugefiigte Elektrolyte ausiiben. 
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9. Im selben py-Trajekt (4,82 — 1,23), wo die Entmischungs- 
erscheinungen bei den Blankosolen auftreten, verlaufen die Additivitiits- 
64) 


K Cl-Konzentration von 0,15 n anwesend ist. Es bleibt der Ent- 


kurven horizontal, ist additiv, wenn eine konstante 


mischungsvorgang aus. 

10. Der Elektrolyt wirkt auf beide Komponenten entladend, 
und ungeachtet der giinstigen py geht der geniigende kapillarelektrische 
(Giegensatz verloren. 

11. Als Funktion der Elektrolytkonzentration zeigt die ,,Additivi- 
tatskurve allmahliche Riickkehr zur Additivitat. 


12. Bei elektroagquivalenten Konzentrationen ist die Riickkehr zur 
Additivitat um so stirker, je nachdem die Valenz des Anions, steigt. 
K,S0, K,FeCy, K,FeCy, 


KG < -—= : : 
ote eae 


13. Das gleiche gilt fiir die Zunahme der Valenz des Kations: Die 
Riickkehr zur Additivitat ist gréBer in der Folge 


KCI < BaCl, < Luteokobalt-Cl, < Pt 
; 3 q 
14. In jeder der genannten Reihen entladen die Salze bei elektro- 
iquivalenten Konzentrationen den einen der Komponenten zwar in 
derselben Weise, jedoch den anderen in zunehmendem MaBe, so daB der 
kapillar-elektrische Gegensatz abnimmt. 


15. Lyotrope Einfliisse sind nur bei den einwertigen Anionen 
deutlich anwesend. Die Riickkehr zur Addivitat nimmt zu in der Folge 


KCl <KNO,< KJ < KONS. 
Die einwertigen (Li—Na—K) und zweiwertigen (Mg—Ca—Sr-—-Ba) 
Kationen wirken innerhalb der Versuchsfehler gleich. 


16. Der Umkehrbarkeit der Entmischung wegen halten wir es fiir 
wahrscheinlich, da die entmischte kolloidreiche Makrophase noch 
immer ein kolloides System ist, und zwar, daB nur die iuBeren Wasser- 
hiillen der urspriinglichen Gelatine- und Gummiteilchen zusammen- 
geflossen sind. Es kann von einer erzwungenen gegenseitigen De- 
hydratation der Teilchen gesprochen werden. Wenn der kapillarelek- 
trische Gegensatz der Teilchen aufgehoben wird, treiben die sich wieder 
herstellenden Hydratationssphiren die Teilchen auseinander: Die 
Entmischung wird aufgehoben. 


17. Dasselbe Verhalten Gelatine gegeniiber wie Gummi arabicum 
zeigen die Pflanzenschleime aus Semen Lini, Semen Psyllii, Cetraria 
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Islandica, Carrhagen, Radix Althaea, Tragacanth. Mit den ersten cre; 
Polyosen konnten wir die Ausflockung ebenfalls in der Form von mikro- 
skopischer Entmischung erhalten. 

18. Der negativ geladene Komponent braucht nicht ein Kohler 
hydrat zu sein: Die Koembination Na-Nucleinat-Gelatine schlieBt sich 
vollkommen der Kombination Gummi arabicum--Gelatine an. 

19. Anstatt Gelatine zeigen auch andere EiweiBkérper die genannte), 
Erscheinungen mit Gummi arabicum und den Pflanzenschleimen: 
tialbumin, Serumalbumin und wisserige Extrakte der Droge 
Ichthyocolla. 

20. Bei den Kombinationen mit Serumalbumin wird die Ent- 
mischung nach einiger Zeit Elektrolyten gegeniiber nicht umkehrbar. 
Der Eiwei8kérper wird wahrscheinlich in der entmischten Phase bald 
denaturiert. 
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Der Gehalt 
an Pektinsiure und Methylalkohol im russischen Tabak. 


Von 
G. Gabel und G. Kiprianoff. 
(Aus dem Institut fiir angewandte Chemie in Charkow, Ukraine.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1929.) 


C. Neuberg und M. Kobel!, sowie C. Newberg und B. Ottenstein® 
haben gefunden, da8 Tabak immer Pektin sowie Methylalkohol enthalt, 
da letzterer in leicht abspaltbarer Form vorhanden ist, beim Rauchen 
gréBtenteils nicht verindert ud von der Mundhdéhle absorbiert wird. 
Sie haben den Methylalkohol sowohl aus fermentiertem Tabak als auch 
aus Tabakrauch* in Substanz dargestellt. Durch ihre Forschungen an- 
geregt, hielten wir es fiir wichtig, diese Untersuchung auf die Tabaks- 
arten, die in RuBland kultiviert werden, zu iibertragen. Da die ge- 
nannten Autoren gezeigt haben, dab Pektin die Muttersubstanz des 
leicht abspaltbaren Methylalkohols im Tabak bildet, so bestimmten 
wir gleichzeitig den Gehalt an Pektinsiure, in der Annahme, da ein 
Vergleich der Methylalkoholmenge mit dem Gehalt an Pektinsidure 
bestimmte praktische, fiir die Beurteilung des Fermentationsverlaufs 
des Tabaks niitzliche Winke geben kénnte. Denn Newberg und Kobel 
hatten schon bewiesen, daB die Methylalkoholmenge in nicht fermen- 
tierten Tabaksarten gréBer als in fermentiertem Material ist. 


Unsere Untersuchung fiihrten wir an kaukasischen Tabaksarten: 
Maikop, Kuban, Suchum sowie ukrainischen Sorten: Pfeifentabak 
(Bakun), Zigarrentabak (Amerikan) und Machorka aus. Es standen 
uns nicht fermentierte wie fermentierte Tabake zur Verfiigung. 


1 Diese Zeitschr. 179, 459, 1926. 
2 Ebendaselbst 188, 217, 1927. 
8 Ebendaselbst 206, 240, 1929. 
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A. Pektinsiure. 


Pektinstoffe sind vor mehr als 100 Jahren schon von Braconi 
erhalten und dann von Fremy?, Scheibler*, Herzfeld*, Wohl®, Tollens' 
naher untersucht mit dem Ergebnis, daB Pektinstoffe Derivate der Koh), 
hydrate von saurer Beschaffenheit sind. 

Von Fellenberg’, Suarez*, Ehrlich®, Schryver und Haynes, Clayso, 
Norris und Schryver™ ist dann festgestellt, daB Galakturonsaure, Arabinose. 
Galaktose, Methylalkohol, Methylpentose, Calcium und Magnesium kh: 
standteile der Pektinstoffe sind. 


Die von den oben Genannten erhaltenen Resultate, wie auch ih» 
eigenen Ergebnisse summierend, kommen Nanji, Paton und Ling zu 
dem SchluB, daB die Molekiile der Pektinstoffe (Pektinogen und Pektinsaur 
im Grunde identisch sind, und daB man dieses Molekiil durch einen sech- 
gliedrigen Ring veranschaulichen kann, wobei dieser Ring aus 4 Mol. 
Galakturonséure, 1 Mol. Arabinose und 1 Mol. Galaktose unter Austritt 
von 6 Mol. Wasser entsteht; dabei befinden sich die Carboxylgruppen «: 
Galakturonsdéuren auBerhalb des Ringes. Da aus Pektin schon bei leichte: 
Verseifung Methylalkohol in Mengen von 6 bis 9°, erhalten wird, bilden 
zwei oder drei Carboxylgruppen Di- oder Trimethylester, die iibrigen Salze 
Beim Erwarmen mit Salzsiure zerfallt Galakturonséiure, wie bekannt, in 
Furfurol und Kohlenséure. Deshalb kann die quantitative Bestimmuny 
des Kernes von Pektin und Pektinséure entweder auf die Berechnung von 
Furfurol oder auf Bestimmung von Kohlenséure gegrimdet werden. Da 
aber in vegetabilischen Produkten Verbindungen vorkommen, welche 
gleichfalls Furfurol liefern kénnen, ist diese Methode zur Bestimmung von 
Pektinstoffen unanwendbar. Zuverlissiger ist die Methode quantitative: 
Ermittlung der Kohlenséure. Die Menge der ausgeschiedenen Kohlensaw 
mit 5,66 multiplizierend, ergibt nach Nanji, Paton und Ling den Gehalt 
an Pektinséure. Die Analyse der Pektinséure im Tabak fiihrten wir nac! 
dieser Berechnung aus. 


Fiir die Bestimmung der Kohlensaiure benutzten wir das von 
Dore empfohlene Verfahren, welches eine geringe Modifikation der zur 
Bestimmung von Glucuronsaéure verwendeten Methode von Lefévre und 
Tollens'* darstellt. 


Ann. de chem. Phys. 28, 173, 1825. 
Journ. f. prakt. Chem. 26, 368, 1840. 
Ber. 1, 58, 1868; 6, 612, 1873. 
Chem. Centralbl. 1891, 62, 618. 
Zeitschr. f. Zuckerind. 26, 924, 1889. 
Ann. 286, 278, 1895. 

Chem.-Ztg. 41, 87, 1917. 


ow eo? Cc em 86 we 


Zeitschr. 85, 118, 1918. 
® Chem.-Ztg. 41, 197, 1917; diese Zeitschr. 168, 263, 1921. 
10 Biochem. Journ. 10, 539, 1916. 

1 Ebendaselbst 15, 643, 1921. 

12 Journ. Soc. Chem. Ind. 258, 1925. 

3 Amer. Chem. Soc. 48, 232, 1926. 

4 Ber. 40, 4517, 1907. 
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Chem. Zentralbl. 1914, IT, 942; 1916, I, 530; 1917, I, 1154; diese 
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Die Bestimmung der Pektinsiure als CO, ergibt wegen der aus 
anderen Quellen stammenden Kohlensiure zu groBe Zahlen. AuBer 
dem Pektin kénnen auch anorganische Salze, adsorbierte Kohlensaure 
und Oxysauren Quellen der Kohlensaure im Tabak sein. 


Zur Berechnung der zwei ersten Quellen machten wir Experimente 
unter denselben Bedingungen ohne Anwiarmen und erhielten fiir Koblen- 
saure die Zahl —- 0,06°... 


Um die GréBe des von vorhandenen Oxysiuren bedingten Fehlers 
auszurechnen, nahmen wir die maximale Quantitaét der Oxal- und 
Citronensiure, die sich im Tabak befinden kann, und unterwarfen sie 
einer Erhitzung unter gleichen Bedingungen. Es erwies sich, dab 
Oxalsaure 0,0025°,, und Citronensaure 0,09°,, CO, ergibt. 


Somit erreicht das Maximum des Fehlers — 0,15°,, COQ,, -was bei 
der GréBe von 3°, die wir in den meisten Fallen bei unserer Arbeit 
erhielten, einen relativen Fehler von 5°, ausmacht. Derselbe Fehler 
erstreckt sich natiirlich auf die Pektinsiurebestimmung. 


Die in Tabelle I gruppierten Ergebnisse zeigen, daB die Menge der 
Pektinsaure sehr bedeutend ist: im gelben Zigarettentabak schwankt 
sie von 13 bis 20°%,; im Pfeifen- und Zigarrentabak ist das Minimum 
15%, das Maximum 19%. 


Wenn man die Ergebnisse fiir verschiedene Sorten innerhalb von 
Tabak einer und derselben Benennung vergleicht, fallt eine bestimmte 
GesetzmaBigkeit auf, namlich: mit Verschlechterung der Qualitit, 
d. h. mit dem Ubergang von N 50 zu den niedrigeren Nummern, wiichst 
die Menge der Pektinsiiure. Maikop 30 bildet eine Ausnahme, da er 
weniger Pektinsaure enthalt als Maikop 50. Die Ursache ist wahrschein- 
lich die, daB er zufallig dieser Sorte zugerechnet ist. Der Gehalt an 
Pektinsaure in Maikop 20 ist gleich dem Gehalt derselben in Maikop 40. 
Die Erklarung dieser Identitaét mu8B man, scheinbar, in verschiedenen 
Trocknungsmethoden suchen. Maikop 20 ist in der Sonne, Maikop 40 
mit Feuer getrocknet. 


In Arbeiten! tiber russischen Zigarettentabak ist festgestellt, daB 
die besten Sorten, im Vergleich zu den niedrigeren, sich durch gréSeren 
Gehalt an Kohlenhydraten auszeichnen und daB der Gesamtgehalt aller 
reduzierenden Stoffe, Kohlenhydrate und Farbstoffe von Polyphenol- 
charakter mit einbegriffen, gréBer ist. Deshalb erginzten wir unsere 
Ergebnisse durch Bestimmung der genannten Verbindungen. Die 
erhaltenen Resultate zeigen, daB je nach der Zunahme der Pektinséure, 


1 Schmuck, Chemische Zusammensetzung des Tabaks, 1924. Kras- 
nodar. 
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Tabelle I. 
SS —<———_— ee — == 
F . Gesamtgehalt | Wasserlésliche 
out Menge | Pektin- an | Koblenhydrat: 
Tibiioniin CO,  saure | reduzierenden in Glucose 
+ Fl, Stoffen ausgedriickt 





Kuban 50. Ernte 1926, 1. Ka- 


auf 100,0 Trockensubstanz 


tegorie, Feuertrocknung . | 11,95 2,37 13,41 28,40 19,20 
Kuban 40. Ernte 1926, 1. Ka- 

tegorie, Feuertrocknung. . | 12,40 2,50 14,15 24,80 18,00 
Kuban 30. Ernte 1926, 1. Ka- 

tegorie, Feuertrocknung. . | 12,50 3,10 | 17,54 21,45 12,40 
Kuban 30. Ernte 1927. . . | 11,85 3,18 | 18,00 16,88 9,98 
Kuban 20. Ernte 1926, 1. Ka- 

NN 6 Sok me ee Ss 11,15 | 3,27 | 18,51 14,10 7,10 
Kuban 20. Ernte 1927... | 9,85 3,38 | 19,13 7,20 3,15 
Kuban 10. Ernte 1927, 1. Ka- 

WO tbs are olan d oe 10,85 3,38 | 18,85 6,29 1,81 
Maikop 50. Feuertrocknung, 

Pe 12,25 | 2,79 | 15,89 25,60 17,02 
Maikop 40. Feuertrocknung, 

1. Kategorie, Ernte 1926 . 11,85 2,99 | 16,92 22,80 14,60 
Maikop 30. Feuertrocknung, 

1. Kategorie, Ernte 1926 . 14,15 2,58 | 14,60 25,30 18,20 
Maikop 20. Sonnentrocknung, 

1. Kategorie, Ernte 1926 . | 12,50) 2,98 | 16,87 13,90 7,90 
Maikop 10. Feuertrocknung, 

SR eer 9,50 | 3,66 | 20,72 | 7,80 2,50 
Suchum-Trapesond 40. Ernte 

1926, 2. Kategorie. . . . 12,85) 2,59 | 14,66 17,04 11,08 
Suchum-Trapesond 30. Ernte 

1926, 2. Kategorie . . . . | 12,20) 2,70 | 15,27 | 9,66 4,88 
Suchum-Trapesond 20. Ernte 

1926, 2. Kategorie . . . . | 12,50) 3,26 | 18,45 11,00 5,71 

Zigarrentabak : 
Amerikan-Devitzky. | 

1. Sorte, Ernte 1927 . . . 12,16 | 3,25 18,40 _ — 

eae » 1927 ... | 13,76; 3,19 | 18,10 | — — 

, ene » 1927 .. . 111,80] 268 | 15,20) -- _ 

a 9g: SRE. ss PR: i 1680. _ _ 

Pfeifentabak : 


Heller. 1. Sorte, Ernte 1927 12,55) 3,20 | 18,13 — — 
‘ ES » 1927 | 11,82 | 3,29 | 18,67 _ - 
” - « “s 1927 | 12,30 3,29 | 19,23 a — 

Dunkler. 1. Sorte, Ernte 1927 10,75 | 3,00 | 16,98 — — 

» 1927 | 18,54 | 3,00 | 16,98 — — 

1927 | 12,70 | 2,67 | 15,16 — — 


n x ” 


” ° ” ” 


die Mengen aller reduzierenden Stoffe und Kohlenhydrate fallen. Von 
diesem Standpunkt aus, erhalt der Gehalt der Pektinsaiure im Maikop 30 
(geringer als in Maikop 50) eine richtige Beleuchtung: nach den 
reduzierenden Stoffen zu urteilen, miiBte dieser Tabak der héheren 
Sorte zugehéren. 
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B. Methylalkohol. 
1. Nicht fermentierter Tabak. 


Als wir unsere den Gehalt von Methylalkohol im Tabak betreffende 
Arbeit begannen, erhob sich die Frage, in welcher Beziehung derselbe 
zur Pektinsaure steht, ob er als Tri-, Di- oder Monomethylester vor- 
kommt. Ein Vergleich der Molekulargewichte von Methylalkohol mit 
Pektinsiure lehrt, daB im Falle des Trimethylesters dieser Alkohol 
9,6 % vom Gewicht der Saure bildet, im Falle von Dimethylester 6,4 °,, 
und im Falle Monomethylester 3,2°,,. Wir fiihrten nicht nur die Be- 
stimmung von Methylalkohol, sondern auch die der Pektinsdiure aus 
und driickten die fiir den Alkohol erhaltenen Ergebnisse in Prozenten 
in bezug auf die Saure aus. 


Methylalkohol bestimmten wir nach der von Fellenberg angegebenen 
Methode!. Die in Tabelle II angefiihrten Zahlen zeigen, daB der Gehalt 
an Methylalkohol in nicht fermentiertem Tabak von 0,829 bis 1,139 
schwankt. In diesen Fallen schwankt das Verhiltnis von Methylalkohol 
zur Pektinséure in Prozenten von 5,3 bis 6,4, aber iibersteigt keines- 
falls 6,4°%,. Somit kann man mit Bestimmtheit feststellen, da Methyl- 
alkohol in nicht fermentiertem gelben Zigarettentabaksorten Di- 
methylester der Pektinsiure vorstellt. 


Tabelle II. 





Verhaltnis von 








Nicht fermentierter Zigarettentabak wre fee yo ee ag 
|| auf 100,0 Trockensubstan 5 
Kuban 10, 1. Kategorie ..... 17,80 1,137 6,3 
* 10, 2. i ey 15,71 1,009 6,3 
a 20, 1. BRT icgiiee ae ics 17,92 1,069 6,4 
* 20, 2. ni 18,33 1,139 6,2 
7 30, 1. fae Og Lg Mya 16,70 0,926 5,6 
Maikop 10, 1. Kategorie ..... 17,90 0,959 5,4 
> ao dh gatas tae 18,30 1,062 5,8 
ae. ss Pepa get oe 19,50 1,112 5,7 
o>. ae ae m 16,00 0,842 5,3 
a we . a ee 16,80 0,926 5,5 
Suchum-Trapesond, 2. Sorte, 3. Kateg. 16,20 0,907 5,6 


Gleichzeitig mit diesen Ergebnissen erhielten wir jedoch auch etwas 
niedrigere Zahlen fiir Methylalkohol in nicht fermentierten Proben 
(Tabelle III), naimlich: 4,4 bis 5,1 °, von der Pektinséure. Wir meinen, 
daB dies dadurch verursacht wird, da Abspaltung des Methylalkohols 
noch vor der Fermentation des Tabaks vor sich gehen kann, z. B. wahrend 


1 Diese Zeitschr. 85, 69, 1918. 
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seiner Aufbewahrung. Es findet sich nimlich, wie Newberg und Kobe’! 
sowie Neuberg und Ottenstein? in weiteren Arbeiten festgestellt haben 
im Tabak ein Ferment, das Pektin unter verschiedenen Bedingungen 
hydrolysiert. 


Wiahrend die ersten Proben (Tabelle II) von den Fermentations 
fabriken uns im Winter (im Dezember und Januar) zur Untersuchung 
zugingen, wurden die zweiten bedeutend spater, namlich im Marz 
geschickt. 

Tabelle III. 





Verhialtnis von 


Nicht fermentierter Tabak Pektinsiure  CH,OH  GiisOH zur 
0 

Suchum-Trapesond 

1. Sorte, 1. Kategorie. ..... 18,40 0,818 4.4 

ae ~ bei est 16,30 0,829 5,1 

io ae oo es he eee 17,60 0,886 5,0 

Ga oe . Sigty. Gace 16,80 0,741 4.4 
ee ia ee, 18,26 0,876 4,8 

MES. AAP oe Rr ae 18,87 0,826 4,7 


Hieraus folgt, daB der Gehalt in nicht fermentiertem Tabak durch- 
schnittlich 0,945 ergibt. 


2. Fermentierter Tabak. 


Der Gehalt an Methylaikohol in Proben von _ fermentiertem 
Zigarettentabak schwankt in einer groBen Anzahl von Fallen zwischen 
0.411 und 0,717% (Tabelle IV), wobei 0,605°, den Durchschnitt 
bildet, d. h. auch in diesen Fallen liegen unsere Ergebnisse sehr nahe 
bei den von Neuberg und Kobel (1. c.) fiir denselben Tabak ermittelten 
Werten. Die Berechnung in betreff auf Pektinsaure ergibt fiir das in 
Prozenten ausgedriickte Verhaltnis von Methylalkohol zu ihr die Zahlen 
2.9 bis 3,7°. Somit befindet sich der Methylalkohol im fermentierten 
Tabak in Gestalt von Monomethylester der Pektinsaure. 


Hieraus folgt, daB die Bestimmungen von Methylalkohol und 
Pektinséure sowie der Vergleich dieser Ergebnisse miteinander 
ein sehr wertvolles Kriterium fiir den Verlauf des Fermentations- 
prozesses Zigarettentabak abgibt. 


Eine Untersuchung von diesem Standpunkt aus fihrt fiir die drei 
letzten Proben kubanischen Tabaks, wo das Verhiltnis in Prozenten 
4.7 und 5,3 ist, uns zu dem SchluB, dab hier der FermentationsprozeB 
nicht beendet ist und der Tabak einfarbig auf den Markt kam. 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 190, 232, 1927. 
2 C. Neuberg und B. Ottenstein, ebendaselbst 197, 491, 1928. 
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Aus den von uns erhaltenen Ergebnissen ist gleichfalls zu ersehen, 
daB man bei der Fermentation sogar einen kleineren Gehalt von Methyl- 
alkohol erhalten kann, als es theoretisch fiir Monomethylester erforder- 
lich ist. 

Tabelle IV. 





|| Verhaltnis von 





Pektinsaure CH,OH | CH,;OH zur 

me oe ae 
in 100,0 Trockensubstanz 9 
Maikop 50, Ernte 1927. ..... 19,50 0,717 3,7 
9, See ee ce 22.10 0,818 3,7 
Pass: Sere = RR ae 20,40 0,640 3,1 
chs Tes. a eirter 20,30 0,645 3,1 
7 re eee 17,10 0,612 35 
Geeae, -§« « Des 2 es bs 17,26 0,600 3,4 
Vs Va = — era 17,25 0,507 2,9 
“hie eee = er 18,93 0,570 3,0 
Se Gee ere 16,17 0,582 3,5 
en A agen EE ch bs iw 19,79 0,550 2,7 
Kuban 10, 2. Kategorie, Ernte 1928 16,83 0,600 3,5 
ie ee F ‘“ » 1928 18,10 0,605 3,6 
Suchum-Trapesond 40, Ernte 1926 . 14,66 0,464 3,1 
9 a 5 15,27 0,411 2,6 
Maikop 50, Ernte 1926. ..... 15,89 0,629 3,8 
» eS: ee 16,87 0,513 3,0 
2: Me ee eS 20,72 0,771 3,7 
ee -« “tae, + « es 17,54 0,621 3,5 
. at: = = a ee 18,51 0,695 3,7 
‘i em: = ane ee 18,85 0,552 ‘2.9 
- ES ey eer 18,00 0,905 5,3 
> ao ee a 17,76 0,834 4.7 
es we ge Pe Sw 18.55 0,889 4,7 


3. Zigarren- und Pjeifentabak. 


Was den Zigarrentabak anbelangt, der durch die Sorte Amerikan- 
Devitzky vertreten war, so ist aus Tabelle V zu ersehen, da8 im Einklang 
mit den Befunden von Neuberg und Kobel die Menge von Methyl- 
alkohol in ihm bedeutend geringer als im Zigarettentabak ist, namlich 
von 0,228 bis 0,401. Das Verhialtnis von Methylalkohol zur Pektinsaure 
in Prozenten ist gleichfalls bedeutend niedriger, 1,2 bis 2,6°,; das 
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Tabelle V. 





|| Pektinsiure | Methylalkohol ‘CLO — 


Fermentierter Tabak. Ernte 1927 i] Pektinsaurc 





in 100,0 trockenen Tabaks | 5 
Zigarrentabak Amerikan. 
DC cata ee ae ear er eee 18,40 0,228 1,2 
Re Be eo Sg a Facing a a 18,10 0,345 1,9 
ee Sa oF RR a Ee ie eo 15,26 0,401 2,6 
ee oe ee ae 15,80 0,334 21 
Bakun (Pfeifentabak). 

ae ere a 18,13 0,703 3,8 
SNE a cies de 18,67 0,549 2.8 
eas AP ore 19,23 0,640 8.8 
Demers 4. eee es ak eS 16,98 0,091 0,5 
Talk CBs oer eG oar aes 17,01 0,074 0.4 
he a ees 15,16 0,082 0,5 
Helle Bronzefarbe: 1. Sorte... 16,96 0,351 2,1 
aah ee sees 17,48 0,130 0,7 
NE ee ae -— 0,093 — 

Dunkle Bronzefarbe: 1. Sorte .. . — 0,116 
— BGP eRe - 0,117 — 
ae ee eg ice — 0,158 — 


weist darauf hin, daB der FermentationsprozeB bei dem Amerikan 
weiter als beim Zigarettentabak vorgeschritten ist. 


In dem Pfeifentabak (Bakun) haben wir acht Falle mit unbedeuten- 
dem Geyalt an Methylalkohol, welcher bis 0,074 fallt und nicht tiber 
0,158 steigt (Tabelle V). Das Verhaltnis von Methylalkohol zur Pektin- 
saure in Prozenten auBert sich auch in geringen Werten, 0,4 bis 0,7°.,,, 
aber gleichzeitig sind da drei Proben hellen Bakuntabaks vorhanden, 
in welchen der Gehalt an Methylalkohol bedeutend hoéher ist (0,549 
bis 0,703), und sein Verhaltnis zur Pektinséure in Prozenten gleichfalls 
hoch ist (2,8 bis 3,8 °°), wodurch sie dem fermentierten Zigarettentabak 
naher stehen. 


4. Machorka. 
Zur Bestimmung von Methylalkohol in Machorka dienten Proben 


der Ernte 1927, welche aus verschiedenen Orten der Ukraine stammten 
und die fermentatiert waren. 


Die in Tabelle VI gruppierten Ergebnisse lehren, da der Gehalt 
an Methylalkohol in allen Proben durch gleichartige Zahlen ausgedriickt 
wird, von 0,198 bis 0,425 schwankend; durchschnittlich ist der Gehalt 
0,323 % . 

Somit nimmt Machorka nach ihrem Gehalt an Methylalkohol eine 
mittlere Stellung zwischen dem Zigarettentabak und dem Pfeifentabak 
ein und ist dem Zigarrentabak verwandt. 
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Tabelle VI. 





CH; OH in 100,0 


Machorka trockenen Tabaks 


Konotopscher Bezirk. 


DE: cine od olgrds aie 6 is 0,404 
. ele ory 0,355 
ar 0,378 
ke 0,285 
ee 0,360 
Be the Rh oe Ge a Sig 0,342 
Romenscher Bezirk. 
Np gS ORT AR SSO CMe 2 ee ae 0,410 
RS eee ee eye Oe 0,425 
Nejinscher Bezirk. 
BE OR: Pg ee eer Bee 0,277 
eae ade 0,324 
ee pet eae ee a 0,301 
Prilukscher Bezirk. 
BO Wers Ceca) Wh a eg ety 0,347 
, ae 0,365 
ae pra cas 0,290 
Lubenscher Bezirk. 
BESS he ab Be mse ee oe 0,295 
eG 0,347 
Prilukscher Bezirk. 
Boe oh ec’ Ss eos. ee ed 0,393 
Rs. 0,310 
ee 0,303 
sa 0,202 
eee 0,198 
ae 0,254 
ee 0,266 
| Rat 0,379 
eae 0,802 


Zusammenfassung. 


1. Die Menge der Pektinséure im Tabak ist bedeutend: 13 bis 20°, 
ihr Gehalt im Zigarettentabak wichst mit Verschlechterung der 
Qualitat. 


2. In nicht fermentiertem Zigarettentabak befindet sich der 
Methylalkohol in Gestalt eines Dimethylesters; nach der Fermentation 
als Monomethylester der Pektinsiure. Somit bildet der Vergleich des 
Methylalkohols mit Pektinsiure ein wertvolles Mittel, um den Fer- 
mentationsverlauf fiir Zigarettentabak sowie das Ende des Prozesses 
zu erkennen. Der Gehalt an Methylalkohol betragt 0,945°%,. Das 
Verhaltnis des Methylalkohols zu Pektinsiure ist in Prozenten 5,5 
bis 6,4. 


22 * 
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3. Der Gehalt an Methylalkohol macht in fermentiertem russische); 
Zigarettentabak 0,411 bis 0,717°, aus. Das Verhaltnis des Methy! 
alkohols zur Pektinsaure in Prozenten betragt 2,9 bis 3,2. 

4. Der Gehalt an Methylalkohol im Zigarrentabak ist 0,228 bis 
0,401 °,; das Verhaltnis dieses Alkohols zur Pektinsaure ist 1,2 bis 2,6 ‘ 

5. Im Pfeifentabak ist der Gehalt an Methylalkohol meistenteils 
unbedeutend, 0,074 bis 0,158 °. Das Verhaltnis des Alkohols zw 
Pektinsaure ist 0,4 bis 0,7 in Prozenten. 

6. Der Gehalt an Methylalkohol in Machorka ist 0,323 %,, wonach 
diese Tabaksorte eine mittlere Stellung zwischen dem Zigaretten- und 
dem Pfeifentabak einnimmt. 

7. Der Gehalt der verschiedenen russischen Tabaksorten an 
Methylalkohol bewegt sich in praktisch den gleichen Grenzen, die 
Neuberg und Mitarbeiter fiir Tabaksorten anderer Provenienz fest- 
gestellt hatten. 
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Uber den Ursprung der Milchsiure im Zentralnervensystem. 


Von 


Hans Jungmann und Paul Kimmelstiel. 


(Aus dem Physiologischen und aus dem Physiologisch-chemischert Institut 
der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 27. Juni 1929.) 


Nachdem bei rein qualitativen Untersuchungen das standige Vor- 
kommen sowohl von Glykogen wie von Milchséure im Zentralnerven- 
system des Warmbliiters bewiesen war, lag — in Analogie zum Muskel —- 
der Gedanke nahe, einen Zusammenhang zwischen dem Kohlehydrat 
und der als seiner Abbaustufe bekannten Oxysaure anzunehmen. 
Aber schon die ersten ‘derartigen Untersuchungen lieBen diesen Zu- 
sammenhang duBerst fraghaft erscheinen. Es gelang HEmbden nicht, 
Lactacidogen im Gehirn nachzuweisen, und damit schien derjenige 
Weg fiir das Zentralnervensystem nicht gangbar zu sein, der im Muskel 
vom Glykogen zur Milchsaure fiihrt. Takahashi (1) konnte zeigen, dab 
bei erstickten Ratten der Glykogengehalt des Gehirns demjenigen 
normaler Tiere vollkommen gleich war, obwohl in ersterem Falle eine 
Vermehrung der Milchsaéure angenommen werden mute. Holmes und 
Holmes (2) beobachteten in zahlreichen Versuchen, daB im Warmbliiter- 
gehirn schon nach der Herausnahme ein Maximum an Milchsaure 
vorhanden war, das sich selbst dann nicht vermehren lie}, wenn das 
Organ auch weiterhin in Stickstoff gehalten wurde. Der Glykogen- 
gehalt soll nach ihnen nicht unbetriachtlichen Schwankungen aus- 
gesetzt sein. Arbeiten wie die von Gesell und Mc Ginty (3), die eine 
betrachtliche Zunahme der Milchséure in den ersten 10 Minuten nach 
Herausnahme des Gehirns beschrieben haben, widersprechen zwar 
dem ersten Teil der Holmesschen Behauptungen, sagen aber iiber 
die Herkunft dieser Milchsiure nichts aus. Auch aus den Arbeiten 
von Mayer (4), der in nicht sehr beweiskraftigen Versuchen an liegen- 
gelassenen Saugetiergehirnen im Verlaufe mehrerer Stunden eine Zu- 
nahme der Milchsaure bis auf tiber 50°, des Anfangswertes gefunden 
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haben wollte, 1aBt sich nichts iiber den Ursprung derselben entnehme). 
Es blieb daher als wahrscheinlichste Hypothese die Annahme von 
Holmes und Holmes bestehen, die auf Grund der parallelen Anderungey 
von Gehirnmilchsaure und Blutzucker den letzteren als Bildungsstoff 
der Saure betrachteten. 


In einer Reihe von zum Teil schon veréffentlichten Arbeiten aus 
dem Wintersteinschen Institut ist dem einen von uns der Nachweis 
gelungen (5), daB zum mindesten das Froschriickenmark imstande 
ist, auch ohne Zusatz von Kohlehydrat zur AuBenfliissigkeit Milchsiure 
zu bilden, und daB die gefundene Milchsiuremenge je nach dem Zu- 
stande des tiberlebenden Riickenmarks oder der Beanspruchung des 
Organs in weiten Grenzen schwankt. Vorliufig aber gelang es nicht, 
die hier gefundenen Werte in Ubereinstimmung zu bringen mit den 
von Winterstein und Hirschberg (10) angegebenen Zahlen fiir den Gly- 
kogengehalt des Froschriickenmarks unter gleichen Verhiltnissen. 
Wir muBten uns daher nach weiteren Stoffen im Zentralnervensystem 
umsehen, die als Milchsdurebildner in Frage kamen, und es lag nahe, 
den Zucker der Cerebroside auf die milchsiurebildende Eigenschaft 
hin zu untersuchen. Da der andere von uns zur gleichen Zeit eine 
quantitative Mikromethode zur Bestimmung der Cerebroside aus- 
gearbeitet hatte (6), so unternahmen wir es gemeinsam, dem Milchsaure- 
glykogen- und Cerebrosidstoffwechsel des Zentralnervensystems im 
Zusammenhang zu betrachten, und so der Frage der Milchsaurebildung 
in dem Organ naher zu kommen. 


Bei den engen Beziehungen, die im Muskel zwischen Milchsaure 
und Phosphorumsatz bestehen, haben wir auBerdem noch in einer 
groBen Anzahl von Versuchen den Gehalt an anorganischem Phosphor 
mitbestimmt. Um iiber die Herkunft dieses Phosphors Klarheit zu 
gewinnen, haben wir in den meisten Versuchen auch den Phosphatid- 
gehalt untersucht, haben aber — wie wir spater ausfiithren werden 
aus technischen Griinden die Resultate nicht verwerten kénnen. 


Methodik. 
1. Versuchsobjekt. 


Wir versuchten zunachst, mit dem noch reflexfaihigen, heraus- 
genommenen Froschriickenmark zu arbeiten, weil der Bereich der Be- 
obachtungsméglichkeit an dem Kaltbliiterorgan ein weit gréBerer ist. 
Obwohl wir aber bis zu acht Fréschen zu einem’ Versuch verwandten, 
zeigte es sich bald, daB sowohl fiir Glykogen wie fiir Cerebroside bei gleich- 
zeitiger Mitbestimmung der Milchséure und des anorganischen Phosphors 
die vorhandenen Mengen zu klein waren, bzw. unsere Extraktions- ode 
Bestimmungsmethoden vorléufig noch versagten. Wir gingen daher dazu 
iiber, Warmbliitergehirn zu verwenden (Meerschweinchen, Kaninchen und 
Tauben) und verfuhren dabei wie folgt: 
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2. Ausfiihrung der Versuche. 


Das betreffende Tier wurde durch Entbluten getétet, so rasch wie 
mdéglich die Schadeldecke geéffnet und das Gehirn mit einem Spatel heraus- 
ygenommen (1 bis 144 Minuten post exitum). Von nun ab wurde auf zweierlei 
Art verfahren. Einmal wurde das Gehirn im ganzen rasch von den an- 
hangenden Blutresten befreit und in fliissige Luft geworfen. Nach voll- 
stindigem Durchfrieren wurde es unter dauerndem UbergieBen mit fliissiger 
Luft bis zu einem feinen Pulver zerstampft und in die bereitstehenden, 
mit 96°,igem Alkohol beschickten, austarierten Glaser geschiittet und 
mehrmals bis zur Gewichtskonstanz gewogen (s. unten). Der andere Teil 
wurde nach Uberdecken der Reibeschale mit feuchten Tiichern aufgetaut 
und langere oder kiirzere Zeit stehengelassen. Zum weiteren Verarbeiten 
wurde dieses Material nochmals dem Gefrieren und der oben geschilderten 
Prozedur unterzogen. Samtliche Gehirnbestandteile sind also unter solchen 
Bedingungen einer gleichmaBigen Vermischung unterzogen, um so einen 
Vergleich der untersuchten Bestandteile zu erméglichen. 

Andererseits wurde so vorgegangen, daB nach der Herausnahme die 
eine Halfte des Gehirns sofort in fliissige Luft geworfen und verarbeitet 
wurde, wahrend die andere im ganzen ohne Zerstampfen und Gefrieren- 
lassen unter den angegebenen Kautelen aufbewahrt wurde. Diese zweite 
Halfte wurde nach den entsprechenden Zeiten der gewohnlichen angegebenen 
Prozedur unterzogen. Wir glauben, eine ausreichende Gleichheit der ur- 
spriinglich auf beiden Seiten vorhandenen Stoffmengen voraussetzen zu 
diirfen. 

3. Wdgung. 

Das Abwagen ging folgendermaBen vor sich: Fiir den gréBten Teil 
der Versuche nahmen wir die Substanzmengen erstens in 50-cem-Erlen- 
meyerkolben mit 96°,igem Alkohol auf und zweitens in GefaBen mit 
Trichloressigséure. Der Alkohol diente zur Aufnahme derjenigen Mengen, 
die zur Cerebrosid- und Glykogenbestimmung ausersehen waren, die Tri- 
chloressigsaéureportion zur Bestimmung der Milchsaéure und des anorganischen 
Phosphors. Fiir jede Portion wurden mehrere Kontrollproben angesetzt. 
Simtliche GeféBe blieben, wenn médglich, mit den Fliissigkeiten beschickt, 
fest verschlossen tiber Nacht im Wagezimmer auf einer Holzplatte stehen 
und wurden mehrere Male gewogen, das letzte Mal unmittelbar vor dem 
Hineinschiitten des gefrorenen Pulvers. Durch Vorversuche ste]lten wir 
fest, daB unter diesen Bedingungen ein Verlust weder an Alkohol, noch an 
Trichloressigséure zu verzeichnen war, wenn die GefaBe zum Einfiillen 
fiir 1 bis 2 Minuten geéffnet wurden. Das Hineinbringen der Substanz 
geschah mit einem kleinen Metalléffel, der vorher ausreichend lange Zeit 
in fliissiger Luft abgekiihlt war. Sofort hinterher wurden die GefiBe wieder 
fest verschlossen. Die genaue Wagung geschah erst, nachdem alle Glaser 
gefiillt waren, und zwar wurde mehrmals bis zur Gewichtskonstanz die 
Wagung wiederholt. Fiir die Cerebrosid- und Glykogenbestimmung wurden 
Mengen von 200 bis 400mg Substanz, zur Milchséiure- und Phosphor- 
bestimmung solche von 150 bis 200 mg verwandt. 


4. Extraktionsmethoden fiir Cerebrosid. 


Zur Extraktion des Cerebrosids wurde 96° ,iger Alkohol gewahit. 
Zu den von vornherein vorhandenen 8 bis 10cem wurden noch weitere 
10 cem hinzugefiigt und nach Umschiitteln auf einem Sandbad unter einem 
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RiickfluBkiihler etwa 2 bis 4 Stunden gekocht. Es wurde streng darauf 
geachtet, daB keine Teilchen durch das StoBen der Fliissigkeit in die Héhe 
geschleudert wurden. Dann wurde der iiberstehende Alkohol noch heii 
in ein vorgewarmtes Zentrifugenréhrchen aus Jenaer Glas dekantiert 
und in einer Warmzentrifuge abzentrifugiert. Der noch heiBe Alkoho! 
wurde abpipettiert und aufbewahrt. Die noch abgeseizte Menge wurde 
mit Alkohol in das ursprigliche Glaschen zuriickgespiilt, und wiederum 
wurde das Ganze einige Stunden mit etwa 20cem Alkohol der Extraktion 
auf dem Sandbad unterworf -n. Viermaliges derartiges Extrahieren reichte, 
wie aus unseren Vorversuchen hervorgeht, zur vollsténdigen Extraktion 
simtlicher alkoholléslicher Kohlehydrattrager und Phosphatide aus. Nach 
Beendigung wurde mit Hilfe von Alkohol und eines Glasspatels die im 
trlenmeyerkolben vorhandene Substanz quantitativ in das Zentrifugen- 
rohrchen iiberfiihrt, abzentrifugiert, der Alkohol abpipettiert und de: 
Bodensatz zur Glykogenbestimmung verwandt. 


5. Verarbeitung der Trichloressigsdurefraktion. 


Von Mendel und Goldscheider (7) war zur Eiwei®fallung fiir die Milch- 
sdurebestimmung durch Veratrol Metaphosphorséure angegeben worden. 
Jungmann (5) hat an Stelle der schwer léslichen Metaphosphorsaure die 
von Dische-Laszlo (8) in Deutschland eingefiihrte kombinierte Eiweif- 
faillung mit Natriummetaphosphat und Schwefelsiure benutzt. Da wir 
aber in unseren jetzigen Versuchen die Bestimmung von Milchséure und 
Phosphorséure in derselben Fraktion vornehmen muBten, waren beide 
Wege wegen des, Phosphorgehaltes des Fallungsmittels ungangbar. Wir 
wahlten daher 25°, Trichloressigsiure, die wir in dem Sinne verdiinnten, 
daf auf 50 ccm Filiissigkeit 8 cem der Saéure kamen. In einer Reihe von 
Versuchen konpten wir feststellen, daB die Milchséurewerte des gleichen 
Geliirnbreies dieselben waren sowohl nach Phosphat, wie nach Trichlor- 
essigsdurefallung. Eine Beeinflussung der Veratrolreaktion durch Trichlor- 
essigsiure kommt also nicht in Frage. Einer weiteren Untersuchung be- 
durfte noch die Dauer der vorzunehmenden Extraktion. Riesser und seine 
Mitarbeiter (9) hatten nimlich im Muskel festgestellt, daB bei iiber 2 Stunden 
wahrender Extraktion die Veratrolbestimmung gegentiber der Permanganat- 
methode eine betraichtliche Zunahme der Milchséurewerte (bzw. ein Auf- 
treten neuer, durch die Veratrolreaktion angezeigter Substanzen) zeigte. 
Sie hatten eine derartige Inkorrektheit der Resultate der Mendelschen 
Milchséurebestimmung fiir das Gewebe bei langerem Stehenlassen auch 
fiir andere Organe, insbesondere fiir das Gehirn, zur Diskussion gestellt. 
Wir haben daher fiir Milchséure sowohl bei Phosphat- wie bei Trichloressig- 
sdurefallung — zur Phosphorbestimmung nur bei Trichloressigsaéurefallung - 
folgende Versuche angestellt: 

Bei einer gewogenenen Menge desselben Gehirnbreies wurde die Ex- 
traktion nach %, 1, 2 und 24 Stunden unterbrochen und die Veratrol- 
milchséurebestimmung vorgenommen. 








Tabelle I. 
Zeit | Milhsaure | Phosphorsbure ae Zeit — — 
I 0 lo Bees pe ee ee Oe 
I i tee 1 haere 3 2 
Std... . |} 0,120 0,037 2Std.. .. || 0,170 0,072 
eyo aw ee 0,071 a4, ... || 0,170 0,072 
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Es ergab sich also eindeutig, da8 nach einer halben Stunde die Ex- 
traktion beider Stoffe noch nicht vollstaéndig war; daB von 1 Stunde ab 
bis zu 24 Stunden die Werte vollstandig gieich blieben. Wir brauchten 
also auf die Dauer der Extraktion, wenn nur 1 Stunde iiberschritten war, 
keinen Wert zu legen und haben aus Bequemlichkeitsgriinden fast immer 
eine 24stiindige Extraktionszeit gewahlt. Als Extraktionsmenge wurden 
8cem Trichloressigséure benutzt, also nach der Regel zu den vorhandenen 
3cem noch weitere 5ccm hinzugefiigt. Nach 24stiindigem Stehen und 
mehrfachem Aufschiitteln wurde die Gesamtm nge in kalibrierten Réhrchen 
auf 10 ccm aufgefiillt, durch ein gehartetes Filter filtriert und die ent- 
sprechenden Mengen zur Milchséurebestimmung nach Mendel-Goldscheider 
und zur Phosphorbestimmung nach Fiske verwandt. 


6. Cerebrosidbestimmung. 


Die Bestimmung der Cerebroside geschah nach einer Methode, die 
der eine von uns ausgearbeitet hatte und die an anderer Stelle ufiter aus- 
fiihrlicher Begriindung gesondert erschienen ist (6). Es wurden in dem 
alkoholischen Extrakt einerseits die reduzierenden Substanzen bestimmt, 
die nach dem Eindampfen des Extrakts in Wasser iibergingen: ,,Anfangs- 
bestimmung“. Andererseits wurde die reduzierende Substanz bestimmt, 
die nach einer Hydrolyse mit 11°, Salzséure in 30 Minuten bei 112° 
frei gemacht wurde: ,,Hydrolysebestimmung’. Hydrolysebestimmung 
minus Anfangsbestimmung ergibt den Cerebrosidzucker. In dieser Form 
werden die Zahlen in unseren Versuchen angefiihrt. (Durch Multiplikation 
mit den von Thierfeider argegebenen Faktor 4,6 erhailt man den Wert 
fiir das gesamte Cerebrosia. 


Die Reduktionsbestimmung geschah nach dem Verfahren von Hage- 
dorn-Jensen. Die Umrechnung der titrierten Mengen von Natriumthio- 
sulfat in Galaktose wurde nach einer hierfiir entsprechend modifizierten 
Tabelle vorgenommen. Die Bestimmung des Reduktionswertes in dem 
salzsauren Hydrolysat erfordert insofern ein besonderes Verfahren, als die 
Reduktion des Ferricyankalis sehr wesentlich von der H-Ionenkonzen- 
tration abhangt. Die Neutralisation geschah auf Grund der oben an- 
gegebenen ausfiihrlichen Untersuchungen in der Weise, daB zuniachst 
gegen Methylrot mit starker Natronlauge bis zum Umschlag in Gelb alkali- 
siert, denn durch Zusatz verdiinnter Salzsiure bis zum eben auftretenden 
Rosa angesiuert, n/10 NaOH bis zum Umschlag in Gelb zugesetzt und 
schlieBlich noch 1 cem n/10 NaOH hinzugefiigt wurde. Von diesem ,,Hydro- 
lysereduktionswert“* wird zur Erhaltung des wahren Wertes die Eigen- 
reduktion des alkalischen Salzgemisches abgezogen. Von dem so erhaltenen 
Hydrolysewert wird nunmehr der Anfangswert abgezogen, der unter Be- 
riicksichtigung der Blindreduktion der leeren Reagenzien gewonnen wurde. 


7. Milchsdurebestimmung. 


Die Milchséurebestimmung wurde nach der von Mendel-Goldscheider 
angewandten Methodik ausgefiihrt: Fallung der Kohlehydrate durch 
Kupferkalk, Uberfithren der Milchséure durch Kochen mit Schwefelsaéure 
in Acetaldehyd und colorimetrische Bestimmung der letzteren nach Veratrol- 
zusatz. 
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8. Phosphorbestimmung. 


Zur Phosphorbestimmung benutzten wir die Methode von Fiske mi 
Ammoniummolybdat und Reduktion des gebildeten Phosphormolybdan 
mit Eikonogen. In Vorversuchen konnten wir nachweisen, daB die vor 
handene Trichloressigsiure keinen EinfluB auf die Reaktion hatte und da 
ferner in dem von uns gebrauchten Kolorimeter die Bestimmung die vo: 
uns erwarteten Unterschiede angab (noch eben ablesbare Grenze */j99, mg 


9. Phosphatide. 


In den ersten Versuchen haben wir die Phosphatide nach ihrer Ex- 
traktion in Alkohol mitbestimmt, und zwar durch Veraschen mit dein 
Schwefelséure-Salpetergemisch, Aufnahme in Wasser und Bestimmung 
nach Fiske. Es stellte sich aber heraus, daB auf dem von uns eingeschlagene: 
Wege groBe Mengen, wenn nicht der gesamte anorganische Phosphor in 
den Alkohol tibergegangen waren und so mitbestimmt wurden. Da un- 
die Zeit zur Ausarbeitung einer brauchbaren Methodik fehlte, verzichtete: 
wir auf die Fortfitihrung und Verwertung dieser Untersuchung. 


10. Glykogenbestimmung. 


Der nach der Alkoholextraktion iibriggebliebene Rest wurde in 
Zentrifugenrohr unter einem Steigrohr mit 15°, Kalilauge 2 Stunden ve1 
kocht, mit so viel 96°, igem Alkohol gefallt, daB eine 60°, ige alkoholische 
Lésung entstand, die wir iiber Nacht stehen lieBen. Am folgenden Tage 
wurde nach der Vorschrift von Winterstein und Hirschberg der Niederschlag 
mehrere Male mit 60- und 96°,,igem Alkohol, auBerdem atich noch mit 
Ather ausgewaschen, der iibrigbleibende Rest in siedendem Wasser aut- 
genommen, einige Kubikzentimeter der entstandenen kolloidalen Lésuny 
hydrolysiert und der Zucker nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Der andere 
Teil der Lésung wurde zu einer Anfangsbestimmung verwandt, wie sic 
Kimmelstiel fiir die Cerebrosidbestimmung angegeben hat. Wenn auch 
diese Anfangswerte niemals so hohe Zahlen erreichten, wie bei unsere! 
Cerebrosidbestimmung, so fand sich doch in saémtlichen Versuchen eine 
geringe Menge reduzierender Substanz schon in der urspriinglichen Lésung, 
deren Wert dann von dem Zuckerwert der Hydrolyse abgezogen wurde 
Auch zur Zuckerbestimmung beim Glykogen wurde die von Kimmelstiel 
angegebene Art der Neutralisation angewandt und in jeder Einzelheit 
auf das genaueste durchgefiihrt (s. Cerebrosidbestimmung). 


Ergebnisse. 


In unseren ersten Versuchen bestimmten wir an einer Reihe von 
Meerschweinchengehirnen allein die Cerebroside und in einigen Fallen 
das Glykogen. 

Tabelle II. 





Cerebroside | Glykogen 
0 


%Fo | u 


Versuch 1. 
ck eek ws 0,373 
0,373 
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Tabelle I] (Fortsetzung). 





Versuch 2. 


Pes os PRS 0,464 
0,522 
0,507 
Nach 30 Minuten... . 0,310 
0,331 


Versuch 3. 


NE ge ee 2 ss 0,433 
0,432 
Nach 30 Minuten... . 0,285 


Versuch 4. 


Sogleich a) grob zerrieben 0,455 
0,431 

b) fein o 
Nach 10 Minuten... . 0,335 
0,360 
Nach 20 Minuten... . 0,355 


Versuch 5. 


aes ae 0,428 
Nach 30 Minuten... . 0341 
0,323 
Nach 90 Minuten... . 0,332 
0,351 
0,355 


Cerebroside Glykogen 


a) 


0,076. 


0,077 


Es zeigt sich also hierbei deutlich eine Abnahme {der Cerebroside 
beim Stehenlassen, wihrend sich das Glykogen nicht veranderte. Es 
lag daher nahe, in den Cerebrosiden den Ursprung der Gehirnmilchsaure 
anzunehmen, und wir versuchten, diese Annahme experimentell zu 
rechtfertigen, indem wir gleichzeitig Milchsiure und Phosphorbestim- 


mungen vornahmen. 


Tabelle III. 





Phosphor Milchsaure 


%o % 


Versuch 1 (Taube). 
I oe, cto by tb” ok, 2 0,130 


Nach 30 Minuten . 


Nach 90 Minuten... . 0,143 
0,141 


Biochemische Zeitschrift Band 212. 


Cerebrosidzucker Glykogen 


0 
%o oa 


0,455 
0,459 
0,359 
0,340 
0,394 
0,390 
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Tabelle 111 (Focrtsetzung). 





Phosphor Milchsiure | Cerebrosidzucker Glykogen 
lo | fo %o %p 


Versuch 2 (Kaninchen). 


ee ae ae ae 0,037 0,104 0,402 0,933 
0,035 0,119 0,372 0,037 
Nach 30 Minuten... . 0,036 0,123 0,410 0,929 
0,036 0,111 0,398 0,033 
Nach 60 Minuten... . 0,039 0,113 0,383 
0,041 0,113 0,460(?) 
ee 5 ea 0,040 0,116 0,358 
0,040 0,125 0,335 
Versuch 3 (Kaninchen). 
SID Sitar gg ea a os 0,156 0,390 0,065 
0,157 0,399 
Nach 30 Minuten... . 0,155 0,401 0,062 
0,156 0,408 
Nach 90 Minuten... . 0,153 0,352 
0,326 


Wie man sieht, wurden wir in unserer Erwartung getiuscht, denn 
die gefundene Milchsiure blieb trotz der Cerebrosidabnahmen (Aus- 
nahmen siehe spater) vollkommen gleich und war schon im Anfang 
von betrachtlicher Héhe, wihrend der Phosphor eine sichere, wenn 
auch geringe Zunahme zeigte. Versuche am Froschriickenmark, die 
an anderer Stelle veréffentlicht werden, bestitigten dieses Ergebnis. 
Fiigte man namlich zu der das Riickenmark enthaltenden Fliissigkeit 
Galaktose hinzu, so zeigt sich im Gegensatz zur Glucose keine sichere 
Zunahme der Milchséurebildung. Das Glykogen blieb auch in diesem 
Falle unverandert. Sein Wert deckt sich iibrigens durchaus mit dem 
von Holmes und Holmes angegebenen und erreicht keineswegs die von 
anderen Autoren gefundene GréBe von 0,2 %. 


Auffallend ist der Versuch 2, da er der einzige unserer simtlichen 
Versuche ist, der ein Gleichbleiben der Cerebrosidwerte beim Stehen- 
lassen zeigt. Es handelt sich hierbei um ein Kaninchen, das schon seit 
Stunden in tiefster Urethannarkose lag und dem viel Blut aus der 
Carotis entnommen war. Inwieweit diese Verhaltnisse bei der ver- 
hinderten Abnahme der Cerebroside eine Rolle spielten, 1a8t sich natiir- 
lich vorlaufig nicht sagen. Vieileicht lassen sich auch andere Versuche 
hiermit in Zusammenhang bringen, die wir unternahmen, um mdglichst 
doch noch eine Zunahme der Milchsaure zu erzielen. Wir lieBen namlich 
die stehenbleibende Hialfte nicht unter atmospharischer Luft, sondern 
unter Stickstoff stehen und fanden hierbei merkwiirdigerweise keine 
Cerebrosidabnahme. 


So; 
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Tabelle IV. 
Phosphor Milchséure Cerebrosidzucker Glykogen 
%» | %lo Md 0 %lo 





Versuch 1 (Meerschweinchen). 


ee arn ee ee 0,040 0,089 0,460 0,080 
0,041 0,084 0,476 0,081 
Nach 90 Minuten unter Ny 0,044 0,088 0,468 0,079 
0,459 
0,044 0,083 0,468 
Versuch 2 (Meerschweinchen). 
See ea te 0,042 0,075 0,436 0,139 
|| 0,042 0,081 0,450 0,128 
| 0,426 
Nach 2Std. Ng. .... i} 0,049 0,080 0,460 0,125 
| 0,049 0,081 0,456 
Nach 2Std.0,.....{ 0,049 0,079 0,890 . 0,140 
0,049 0,089 0,398 0,132 


Méglicherweise lassen sich diese Befunde mit der Angabe von 
Winterstein und Hirschberg (10) in Zusammenhang bringen, die auch 
am Froschriickenmark eine Sistierung des Glykogen und Cerebrosid- 
abbaus im Stickstoff beobachteten. Allerdings bediirfen diese Ver- 
suche von uns noch einer Nachpriifung. 

Wir kénnen also als ‘das erste Resultat unserer Arbeit betrachten, 
daB am liegengelassenen Gehirn ein Abbau der Cerebroside statt- 
findet. Es kann zweitens als sicher hingestellt werden, daf} dieser 
Abbau nicht mit der Bildung von Milchsdiure in Zusammenhang steht. 
Wir kénnen drittens die Behauptung von Holmes und Holmes be- 
stiitigen, daB bei der vorliegenden, auch von ihnen benutzten Methodik 
der Gehirnentnahme die Milchsiure sofort mit maximalen Werten 
vertreten ist, und eine Zunahme auch beim Stehenlassen nicht statt- 
findet. Es muB8 sich also héchstwahrscheinlich um eine fast explosions- 
artige Bildung von Milchsiure im Augenblick des Todes im Gehirn 
handeln. Es steht das im Gegensatz zum Froschriickenmark, in dem 
die Milchsaéurebildung wahrscheinlich nur langsam von statten geht. 

Durch die Liebenswiirdigkeit des Herrn Professor Cobet gelang 
es uns aber, unsere Untersuchungen noch ein Stiick weiterzufiihren. 
Cobet konnte mit Hilfe einer verbesserten Operationsmethode die Frage 
die Milchsiurebildung des Warmbliitergehirns endgiiltig lésen. Wir 
benutzten seine Methode nach seiner miindlichen Vorschrift und ver- 
fuhren dabei wie folgt: 


Einem Kaninchen wurde in Urethannarkose die Schideldecke, die 
harten Hirnhaéute und der Sinus sagittalis superior vollstandig entfernt, 
die Haut iiber der Wunde zusammengezogen und etwa eine Stunde spater 
mit Hilfe eines Metallspatels das Gehirn schlagartig etwas oberhalb der 
Medulla oblongata vom Riickenmark abgetrennt und herausgenommen. 
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Unter Kontrolle einer Stoppuhr wurde dann das Gehirn rasch von de 
Resten der Haute und Blutspuren méglichst befreit, in seine beiden Teil: 
zerlegt und der eine Teil sofort verarbeitet. Der andere wurde in eine: 
fest verschlossenen hohen Petrischale, in der es durch hineingelegte feucht 
Watte vor Austrocknung méglichst geschiitzt war, eine vorgesehene Zeit 
in einem Brutschrank bei 40° gehalten und dann zum Versuch benutzt 
Mit dieser Methode, die gréBtméglichste Schnelligkeit der Entnahme noc} 
zu Lebzeiten des Tieres mit der gréBtméglichsten Schonung des Organ 
verband, gelang es Cobet, nachzuweisen, daB in der sofort verarbeitete: 
Portion nur éuBerst geringe Spuren von Milchséure enthalten waren, 
wahrend sich die von Holmes und Holmes und auch von uns gefundenen 
Zahlen erst in der spiter verarbeiteten Portion fanden. Auch konnte e1 
mit McGinty und Gesell ein verhaltnismaBig langsames Ansteigen de: 
Milchséure nachweisen, daB etwa nach 15 Minuten sein Maximum erreichte 
In einem Probeversuch konnten wir diese Tatsache bestatigen, wobei de: 
etwas héhere Anfangswert gegeniiber dem von Cobet sich wahrscheinlic! 
durch die noch fehlende Ubung erklaren ]a4B8t. Wir gingen nur insofern 
anders vor, als wir von der ersten, in fliissiger Luft zerriebenen Portion 
die Reste wieder auftauen und mit der nétigen Vorsicht bei Zimmertemy 
ratur stehen lieBen. Es ergaben sich folgende Resultate: 


Tabelle V (Kaninchen). 





Phosphor Milchsaure Cerebrosidzucker 
0 0 0 0 %o 
MS Ss eae eas 0,034 0,064 0,425 
0,032 0,080 0,443 
0,075 
0,063 
Nach 2 Std. bei 40° ...... 0,054 0,143 0,386 
0,053 0,142 0,374 
0,164 0,389 
Nach 6 Std. bei Zimmertemperatur 0,039 0,081 0,361 
0,038 0,080 0,359 


Wie man sieht, nimmt die Milchsiure bei dem in der Warme 
stehengelassenen Teil erheblich zu. In dem bei Zimmertemperatur 
gehaltenen bleibt sie fast gleich, dagegen zeigen die Cerebroside in 
beiden Portionen eine Senkung, die sogar im kihler gehaltenen Teile 
betrichtlicher ist als im anderen. Die Anderung des Phosphorgehalts 
geht dem der Milchsaure parallel und ist bei dem in der Warme ge- 
haltenen Teil jedenfalls betrachtlicher, als wir sie bei friiheren Versuchen 
gefunden hatten. Auch hieraus geht also eindeutig die Unabhangigkeit 
der Milchsaurebildung von den Cerebrosiden hervor. 


Weiterhin schien es von Wert zu sein, gerade wegen der sonst 
von uns gefundenen Unbeweglichkeit des Glykogens auch bei dieser 
veranderten Versuchsanordnung Glykogenbestimmungen im Zusammen- 
hang mit gleichzeitigen Milchsaureuntersuchungen vorzunehmen. Wir 
arbeiteten zu diesem Zwecke die Methode etwas um. Da wir in den 
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folgenden Versuchen auf die Cerebrosidbestimmung verzichteten, so 
nahmen wir, um auch den letzten Rest der vorhandenen Substanz 
zu erfassen, das Ausgangsmaterial nicht in Erlenmeyerkolben, sondern 
sofort in entsprechend groBen Jenenser Zentrifugenglasern auf, in 
denen die ganze Prozedur bis zur endgiiltigen Glykogenbestimmung 
vor sich ging. 

Tabelle VI (Kaninchen). 





Phosphor Milchsaure Glykogen 
0 


0 99 Po 


Versuch 1. 


os. So ow ee we 0,037 0,147 0,057 
0,038 0,139 0.056 
0,037 0,128 0,060 

Nach 2 Std. bei 40° ... 0,045 0,184 0,025 
0,048 0,198 
0,043 0,189 
Versuch 2. 

RA 5. +k ve eS 0,034 0,038 0,238 
0,034 0,035 0,250 
0,036 0,040 

Nach 2 Std. bei 40° . . ., 0,057 0,178 0,153 

' : 0,051 0,170 ‘ 0,120 

0,055 0,180 
Versuch 3. 

le stag ce 0,036 0,097 0,130 
0,041 0,099 0,130 
0,036 0,109 

Nach 1 Std. bei 40° ... 0,049 0,146 0,115 
0,045 0,151 0,110 
0,055 


Wie ersichtlich, nimmt das Glykogen betrachtlich ab, wahrend 
die Milchsaéure allerdings in weit héherem Mafe zunimmt.. Selbst- 
verstandlich sind unsere drei Versuche noch in keiner Weise ausreichend, 
um die Herkunft der Milchsiure aus dem Gehirnglykogen endgiiltig 
zu beweisen. Aber es soll doch darauf hingewiesen werden, daB einerseits 
keine Abnahme des Glykogens stattfand, wenn sich die Milchsiurewerte 
gleichblieben, da aber unter solchen Versuchsbedingungen, die ein 
Ansteigen der Milchsiurewerte hervorriefen, auch die Glykogenmengen 
sich verminderten. 

Zusammenfassung. 


Bei gleichzeitiger Untersuchung von Milchsaiure, anorganischem 
Phosphor, Cerebrosid und Glykogen am lebensfrisch entnommenen 
Gehirn konnten fiir die ersten Minuten und Stunden des Stehenlassens 
folgende chemische Umsetzungen festgestellt werden: 
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1. Wenige Sekunden nach Herausnahme des Gehirns steigt der 
Milchsauregehalt schlagartig rapide an. 

2. Gleichzeitig sinkt der Glykogengehalt betrachtlich, jedoch auc) 
nur in den ersten Sekunden nach Herausnahme des Gehirns, und bleibt 
dann konstant. 

3. Die Cerebrosidwerte sinken ebenfalls, jedoch geht dieser Proze\} 
offenbar sehr viel langsamer vor sich und beginnt erst, wenn der Milch- 
siurewert sein Maximum, der Glykogenwert sein Minimum erreicht hat 

4. Auch der anorganische Phosphor nimmt — besonders beim 
Stehenlassen in der Warme — deutlich zu. Seine Herkunft aus den 
Phosphatiden konnte jedoch mit der von uns angewandten Methodik 
nicht klargestellt werden. 

Es ist also aus den Versuchen ersichtlich, daB die Milchsiure des 
Gehirns mit groBer Wahrscheinlichkeit dem auBerst labilen Glykogen 
entstammt. Jedenfalls steht es fest, daB sie nicht aus der Galaktose 
der Cerebroside gebildet wird. Die Cerebroside werden zwar auch schon 
in sehr kurzer Zeit zum Teil abgebaut, jedoch nicht mit der explosions- 
artigen Geschwindigkeit, mit der die Milchsaéure auftritt. 


Wir méchten nicht verfehlen, Herrn Prof. Winterstein und Herrn 
Prof. Schmitz fiir das auBerordentliche Interesse zu danken, das sie uhseren 
Versuchen entgegenbrachten, und fii den vielfaltigen Rat, mit dem sie 
uns unterstiitzten. 

Zum groBen Teil wurde die Arbeit durch die freundliche Unterstiitzung 
der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft erméglicht, der wir an 
dieser Stelle unseren Dank zum Ausdruck bringen méchten. 
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Fortgesetzte Untersuchungen iiber die Cerebroside. 


Von 


Paul Kimmelstiel. 
(Aus dem Pathoiogischen Institut der Universitaét Hamburg.) 


(Eingegangen am 27. Juni 1929.) 


In einer friiheren, mit Herrn Dr. J ungmann gemeinsam ausgefiihrten 
Arbeit ,,Uber den Ursprung der Milchsiure im Gehirn“! wurde die 
Tatsache festgestellt, daB der Prozentgehalt der Cerebroside im Gehirn 
beim Stehenlassen des lebensfrisch in fliissiger Luft aufgenommenen 
Gehirns schon nach kurzer Zeit sich bedeutend senkte. Die gleichzeitige 
Untersuchung der Milchséure zeigte, daB diese der Cerebrosidgalaktose 
nicht entstammen konnte. Denn die Abnahme der Cerebroside setzte 
zu einem Zeitpunkt ein, als der Anstieg der Milchsiure sein Maximum 
bereits erreicht hatte. 

Diese Versuche bedurften insofern noch einer Ergianzung, als 
klargestellt werden muBte, was denn mit der bei der Zersetzung der 
Cerebroside voraussichtlich abgespaltenen Galaktose wihrend des 
beobachteten Zeitraumes geschah, da sie ja eine Aufspaltung in Milch- 
siure nicht erfuhr. Aus diesem Grunde wurde in den neuerlich an- 
gestellten Versuchen dem ,,Anfangswert* in der von mir ausgearbeiteten 
Cerebrosidbestimmungsmethode? besondere Aufmerksamkeit geschenkt. 
Die Bestimmungsmethode setzt sich —- wie dort beschrieben — aus 
zwei Faktoren zusammen: |. dem ,,Hydrolysewert**, das ist der Gesamt- 
reduktionswert des hydrolysierten alkoholischen Extrakts in Ga- 
laktose ausgedriickt ; 2. dem ,,Anfangswert‘’, das ist der Reduktionswert 
der vor der Hydrolyse in dem alkoholischen Extrakt enthaltenen, 
in Wasser tibergehenden, reduzierenden Substanzen, ebenfalls in Milli- 
gramm Gelaktose ausgedriickt. Man erhalt den Wert fiir Cerebrosid- 
zucker nach Abzug des Anfangswertes vom Hydrolysewert. Der An- 
fangswert ist keineswegs unbetrachtlich und spielt, wie wir zeigen 


1 Jungmann und Kimmelstiel, diese Zeitschr. 212, 347, 1929. 
2 Kimmelstiel, Mikrochemie 1929, Pregl-Festschrift 8. 165 bis 177. 
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werden, fiir die Gesamtbestimmung eine bedeutende Rolle. Der in 
der methodischen Arbeit angegebene Anfangswert enthalt jedoch zwe. 
fellos insofern noch einen Fehler, als dort der eingeengte Extrakt 
einfach in Wasser aufgenommen, kurze Zeit gekocht und zur Reduktion- 
bestimmung nach Hagedorn-Jensen angesetzt wurde. Es sind aber in 
dieser Wasseremulsion sicherlich auBer anderem auch noch ungesattigt« 
» Fettsiuren vorhanden, die sehr wohl eine reduzierende Wirkung aus 
tiben kénnen. Da jedoch in dem klarfiltrierten Hydrolysat diese un 
gesattigten Fettsiuren nicht vorhanden sind, so bringe ich durch den 
in der oben angegebenen Weise ausgefiihrten Anfangswert zuviel in 
Abzug. Daher bin ich in der Folgezeit so verfahren, daB ich entsprechen« 
den Erfahrungen von Hagedorn-Jensen die fiir die Anfangsbestimmung 
vorbereitete Wasseremulsion des eingeengten alkoholischen Extraktes 
mit Zinksulfat und Natronlauge versetzte. Man richtet sich die Menge 
des Extraktes so ein, daB sie in 5cem Wasser aufgekocht werden kann. 
fiigt nach dem Erkalten 0,5ccm einer 4,5°,igen Zinksulfatlésung 
und leem n/10 NaOH hinzu. Nach dem Filtrieren erhilt man eine 
vollig klare Fliissigkeit, die also frei von Fettsiuren ist. Wie zu er- 
warten war, liegen die Reduktionswerte fiir diese Anfangsbestimmung 
betrachtlich niedriger als die der alten, doch gehen sie, wie ich ia einigen 
Ubergangsversuchen feststellen konnte, parallel. Durch die Erniedrigung 
des Anfangswertes erhéht sich also der absolute Wert des Cerebrosid- 
zuckers gegeniiber den in den vorgenannten Arbeiten angegebenen 


Zahlen. 


Da wir nun in der mit Jungmann gemeinsam ausgefiihrten Arbeit 
gefunden hatten, da die Cerebrosidwerte in einem Falle bei Durch- 
leiten von Stickstoff durch die Aufbewahrungsschale nicht abgenommen 
hatten, so wiederholte ich gleichzeitig diesen Versuch. 


Allerdings verainderte sich die in der Arbeit angegebene Technik wie 
folgt: Das lebensfrisch entnommene Gehirn wird in fliissige Luft geworfen, 
zerstampfit. Das gefrorene Pulver wird in eine Soxhlethiilse iibertragen, 
die in einem zur Halfte mit Alkohol gefiillten, abgewogenen Wiegeglaschen 
(das natiirlich fest verschlossen sein mu) steht. Das Material wird unter 
Mitbenutzung des abgewogenen Alkohols 24 Stunden in absolutem Alkoho! 
im Soxhletapparat extrahiert. Auf der anderen Seite wird das gefrorene 
Pulver in ein abgewogenes Wiegeglaschen gebracht, in das Sauerstoff 
oder Stickstoff durch eingeschmolzene Glasréhren, die mit kleiner Gummi- 
kappe zu verschlieBen sind, eingeleitet wird. Das Material wird sofort 
nach dem Auftauen gewogen und nach dem etwa 2stiimdigen Aufenthalt 
in Stickstoff oder Sauerstoff wieder gewogen, um den nicht unbetrachtlichen 
Wasserverlust festzustellen, der natiirlich in die Berechnung mit einbezogen 
werden muB. Dies ist bei unseren damaligen Versuchen nicht geschehen 
und méglicherweise ist die fehlende Abnahme in dem angegebenen Versuch 
hierauf zuriickzufiithren. In das GeféB, durch das der Stickstoff hindurch- 
geleitet wird, wird noch ein kleines Glaschen mit Pyrrogallol hineingestellt. 
Nach dem zweiten Abwiegen (nach 2 Stunden) wird das Material noch 
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einmal in fliissige Luft gebracht, zerstampft und weiterhin wie die erste 
Portion behandelt. Der fertige Extrakt wird durch ein heiBes Filter filtriert. 


Die so angestellten Versuche haben folgende Resultate ergeben. 


Als Beispiel fiir vier Versuche: 

Anfangsbestimmung und Hydrolysebestimmung werden als Prozent 
Cerebrosid ausgedriickt. 

Bei den Kaninchen werden Mittelwerte aus je zwei Portionen ange- 
geben. Sauerstoff- und Stickstoffaufenthalt ist gleich. 





Nr. Gewicht Hydrolyse Fh al Cerebrosid 
Meerschweinchen: 

1 1,1624 2,62 0,276 2,35 Frisch 

2 0,9537 2,68 0,290 2.39 Frisch 

3 1,2200 2,50 0,368 2,13 2 Std. Saperstoff 
4 0,9820 2,59 0,410 2,18 2 . Stickstoff 

Kaninchen: 
1 0,7705 3,97 0,195 2.86 Frisch 
2 0,9173 2.88 0,257 2,57 Sauerstoff und 


Stickstoff 


Hieraus ist also zu ersehen, welche Bedeutung der Anfangsbestim- 
mung zukommt. Durch ihre Zunahme ist rechnerisch ein Teil der 
Abnahme des Gesamtcerebrosidwertes bedingt. Wir erkennen aus dem 
Anwachsen des. Anfangswertes um durchschnittlich 30°,, daB redu- 
zierende Substanz vom Cerebrosidmolekiil abgespalten worden ist. 
Denn wenn diese reduzierende Substanz aus anderweitigem Bestande 
(z. B. Glykogen) abgespalten oder gar neu entstanden ware, so mitiBte 
der Hydrolysewert um den gleichen Betrag angestiegen sein. Das ist 
aber nicht der Fall. So ist also mit einiger Wahrscheinlichkeit gezeigt, 
daB ein Teil der Galaktose (um eben diese wird es sich handeln) zunichst 
unzersetzt bestehen bleibt. Ob der restliche Teil (Senkung des Hydrolyse- 
wertes um 7°) abgebaut ist, oder ob er einfach in den alkoholischen 
Extrakt nicht mit iibergegangen ist, laBt sich so nicht entscheiden. 
Hierzu bediirfte es priparativer Methoden, die jedoch mit den kleinen 
Mengen nicht ausfiihrbar sind. 


Ferner ist also aus diesen Versuchen zu ersehen, da bei der hier 
angewandten Technik ein Einflu8 des Sauerstoffs oder des Sauerstoff- 
mangels auf den Abbau der Cerebroside nicht nachweisbar ist. Unter 
beiden Bedingungen ist die Abnahme gleich groB. Sie zeigt sich schon 
in der Betrachtung des alkoholischen Extraktes mit blobem Auge. 
Besonders deutlich war dies in dem letzten Versuch (Kaninchen), bei dem 
der Extraktion annahernd gleiche Gewichtsmengen zugrunde gelegt waren. 
Nach dem Erkalten triibte sich der alkoholische Extrakt der beiden 
ersten Portionen wesentlich viel starker als der der anderen Portionen. 
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Es eriibrigt sich zu bemerken, daB nach der warmen Filtration allc 
auch die beiden ersten Extrakte, véllig klar waren und die Triibung 
erst nach dem Erkalten eintrat. Eine gravimetrische Bestimmung des 
Trockengehaltes der Extrakte lieB sich wegen Mangels an geniigende: 
Menge Material leider nicht vornehmen. 

Endlich ist noch hinzuzufiigen, daB die Abnahme der Cerebroside 
offenbar nach dieser kurzen Zeit bereits véllig zum Stehen kommt 
Das sollen die folgenden Versuche dartun. Es war mir naimlich wichtig 
zu wissen, ob die Untersuchung der Cerebroside am Leichenmateria| 
noch brauchbare Ergebnisse zeitigen kann. Zu diesem Zweck hal 
ich an sechs Meerschweinchen Cerebrosidbestimmungen am _ lebens. 
frisch entnommenen Gehirn ausgefiihrt und diese Werte verglichen 
mit solchen von vier Meerschweinchen, die durch Entbluten oder mit 
Hilfe von Chloroform getétet waren und 24 Stunden im eisgekiihlten 
Leichenkeller gelegen hatten. Die gut iibereinstimmenden Durchschnitts- 
werte ergaben fiir die Leichengehirne ein Minus von 10 bis 15 °, gegeniiber 
den frischen Gehirnen, die gleiche Abnahme also, wie sie nach 2 Stunden 
bereits erreicht ist. Es ergibt sich also daraus die Méglichkeit (ein- 
gedenk des genannten Fehlers, der aber in stets gleicher Richtung 
liegt !), Cerebrosiduntersuchungen an Leichenmaterial vorzunehmen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Verbesserung einer friiher angegebenen quanti- 
tativen Bestimmungsmethode der Cerebroside beschrieben. 

2. Beim Stehenlassen des lebensfrisch entnommenen Gehirns geht 
der Abbau der Cerebroside mit einer Zunahme der nicht an das Gesamt- 
molekiil gebundenen, freien, reduzierenden Substanz einher (Abspaltung 
unzersetzter Galaktose). 

3. Die Abnahme ist in Sauerstoff und Stickstoff die gleiche. 

4. Die Abnahme der Cerebroside ist schon nach kurzer Zeit (spi- 
testens 2 Stunden) beendet. 24 Stunden altes Leichenmaterial zeigt 
keine gréBere Verminderung des Cerebrosidbestandes. 
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Uber Sulfit-girung. 


Von 
F. Polak. 
Aus dem garungstechnischen Institut der technischen Hochschule Lwow.) 
(Eingegangen am 31. Mai 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Mit Sulfitgarung bezeichnet man diejenige Verarbeitung von Zucker 
durch Hefe, in deren Verlauf bei Gegenwart von neutralem Sulfit, 
gewohnlich Natriumsulfit, als Endprodukte der Vergirung neben 
Alkohol und Koblendioxyd auch Glycerin nebst Acetaldehyd entstehen, 
letzterer an Natriumsulfit gebunden. Versuche iiber diese sehr inter- 
essante Form der Garung wurden zu praktischen Zwecken der Ge- 
winnung der hier entstehenden Produkte angestellt. So z. B. meldeten 
Liidecke und Connstein ein 1921 ausgegebenes Patent an!; erst nach 
vier Jahren erschien ihre Veréffentlichung: ,,Uber Glyceringewin- 
nung durch Garung*?. In dieser Abhandlung stellten die Verfasser 
vor allem die technische Arbeitsweise dieses Prozesses dar. Die Er- 
gebnisse ihrer praktischen Versuche weisen recht betrachtliche 
Unterschiede von den durch Newberg nebst Mitarbeitern® bei An- 
wendung exakter Bestimmungsmethoden erhaltenen Resultaten auf. 
So z. B. geben Liidecke und Connstein an, da sie in einem ihrer 
Versuche aus 1 kg Zucker etwa 300g Alkohol, etwa 50g Aldehyd, 
etwa 230 g Glycerin und etwa 420 g CO, erhielten. Es ist hieraus das 
Fehlen der bekannten Beziehung von Aldehyd zu Glycerin zu ersehen, 
die doch die Grundlage fiir die Theorie Neubergs bietet und die durch 
ihren Urheber restlos bewiesen worden ist. Diese hier zutage tretende 
Differenz findet ihre Erklairung leicht darin, da die Bestimmungs- 


1 D. R.-P. Nr. 298593 vom 13. April 1915, ausgegeben am 29. Juni 
1921. Vereinigte Chemische Werke A. G. Charlottenburg. 

2 Seifenfabrikant 1919, S. 310. 

3 Neuberg und Fdrber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; Neuberg und 
Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918; 92, 234, 1918. 
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methoden der Endprodukte der Sulfitgarung bei Liidecke und Connstein 
nicht ganz einwandfrei waren. 

Im Jahre 1916 und 1918 erschienen die grundlegenden Abhand.- 
lungen von Neuberg und Mitarbeitern (l.c.), in denen eine feste Be. 
ziehung von Aldehyd zu Glycerin klargelegt und bewiesen wurde und 
die in ihrer Zusammenfassung eine Theorie der Sulfitgiirung bilden 
Welches sind nun die bedeutendsten Tatsachen, die obige Theorie be- 
weisen ? 

1. Durch Sulfitgarung entstehen Aldehyd und Glycerin in molarem 
Verhaltnis, nimlich auf 1 Mol. Aldehyd entfallt stets 1 Mol. Glycerin. 

2. Neuberg und Mitarbeiter erhielten in ihren Versuchen als maxi- 
male Ausbeute an Glycerin und Aldehyd: 18,65 °, Aldehyd und 36,90 ° , 
Glycerin, bezogen auf Zucker (Saccharose). 

3. Sehr wichtig ist ebenfalls die Feststellung, da Brenztrauben- 
siure leicht der Hefeneinwirkung anheimfallt; in Gegenwart von 
Sulfit wird Aldehyd in Form einer Komplexverbindung mit Sulfit 
fixiert. Auch ohne Sulfit entsteht Aldehyd, jedoch erleidet er durch 
Carboligase-Einwirkung teilweise eine Umwandlung in Acetoin! 

4. Es wurde auch festgestellt, daB neben Aldehyd und Glycerin 
stets Alkohol nach der ersten Vergarungsform, der gewéhnlichen sauren 
Garung, entsteht. 

5. Es wurde auch bewiesen, da} die wihrend der Sulfit-Vergiarung 
entstehende Kohlendioxydmenge in nachfolgender Beziehung zu anderen 
Garungsprodukten steht?: Jedem Molekiil von entstandenem Aldehyd, 
oder auch entstandenem Alkohol fallt 1 Molekiil Kohlendioxyd zu. 

Und so stehen alle Endprodukte der Sulfitgirung zueinander in 
engster Verbindung. Auf diesen Grundlagen basiert die Theorie von 
Neuberg. Einer ihrer wichtigsten Punkte wire vielleicht die Annahme. 
da8 durch Zerfall eines Zuckermolekiils voriibergehend Brenztrauben- 
siure entsteht, die weiter in CO, und Aldehyd zerfallt. Bei gewéhn- 
licher Garung wird der Aldehyd durch eine Dismutation zu Alkoho! 
reduziert, zugleich wird aber Brenztraubensiure regeneriert. Sobald 
nun Sulfit anwesend ist, tritt der Aldehyd in Verbindung mit ihm; 
diese Additionsverbindung widersteht den reduzierenden Einfliissen, 
die Cannizzarosche Reaktion kann als ihr Endprodukt nur Glycerin 
ergeben. Wir besitzen zwar bis jetzt noch nicht untriigliche Beweise 
dafiir, welches die Ursubstanzen fiir Glycerin bzw. Brenztrauben- 
sdure sind, aber die neuesten Beobachtungen weisen auf das Methy)- 
glyoxal als diese so wichtige Ursprungssubstanz hin. Bis jetzt liegt 
noch kein ganz sicherer Beweis vor, da iiberhaupt aus Zucker 


1 C. Neuberg und A. v. May, diese Zeitschr. 140, 299, 1923. 
2 C. Neuberg, J. Hirsch und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 105, 307, 1920. 
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voriibergehend Brenztraubensaure entsteht!. Die oben angefiihrte 
Tatsache, daB ihr Molekiil sehr leicht durch Hefe abgebaut wird, be- 
weist noch nicht ein Vorhandensein wahrend der Girung; es wire nicht 
ganz ausgeschlossen, da es andere Substanzen doch gabe, die gleichfalls 
so rasch abgebaut werden und gleichzeitig damit den Abbau des Zucker- 
molekils erklaren kénnten. 


Des weiteren nehmen Neuberg, Reinfurth und Hirsch an, daB das 
Sulfitsalz den Aldehyd an sich bindet, der bekanntlich unter geeig- 
neten Umstianden sehr rasch nach der Cannizzaroschen Reaktion sich 
verandern kann. Es ist jedoch auch méglich, daB die Verbindung 
von Aldehyd mit Sulfit schon vor dem eigentlichen Zerfall des Zucker- 
molekiils vorbereitet ist, und zwar durch geeignete Bindung von Sulfit 
an Zucker. 

Ein ungeklarter Punkt in der Theorie von Newberg ist der Umstand, 
da8 es nicht gelingt, aus Zucker ausschlieBlich Acetaldehyd und Glycerin 
zu erhalten. Die maximale Ausbeute an Glycerin, die erzielt wurde, 
betragt (1. c.) 36,90°, auf Zucker bezogen. Zu diesem Ergebnis wire 
noch zu bemerken, da8 es nur unter sehr groBen Schwierigkeiten 
erreicht ist. Die Garung hatte nimlich einen sehr langsamen Ver- 
lauf, namlich 16 Tage; dabei war es notwendig, Hefe zuzusetzen, 
und dies sogar yweimal, um Aberhaupt eine Endvergirung zu er- 
zielen. Diese erschwerenden Bedingungen beweisen zur Geniige, dab 
die Hefe wahrend des Garungsprozesses sehr geschwicht wurde, und 
es ist beinahe gewib, daB sie teilweise zersetzt wurde. (Wabrend 
meiner Versuche beobachtete ich mehrmals, daB in so langen Ver- 
girungen die Hefe eingeht und auch zersetzt wird; solch eine Zer- 
setzung der Hefe kann unter Umstinden Stoffe liefern, die bei der 
Bestimmung von Aldehyd und Glycerin einen noch unbekannten 
Einflu8 ausiiben kénnen, und mit der Zuckervergirung nichts Ge- 
meinsames haben.) Es ist zu beachten, dafs obige Giaransitze 25°, 
auf Zucker bezogen, Hefe enthielten, die bei etwa 30 °, Trockensubstanz 
aus etwa 7,5°, festen Stoffen, davon etwa 3,7 °,, Stickstoffsubstanz, 
besteht. Uber die Zersetzungsprodukte der Hefe ist bis jetzt noch 
nicht viel bekannt, ganz gewiB ist aber Anwesenheit von Alanin be- 
staitigt worden, das doch durch Hefeeinwirkung Acetaldehyd liefern 
kénnte. Ahnliche Verhiltnisse herrschen auch in den Versuchen H. Ku- 


1 M.v.Grab (diese Zeitschr. 128, 69, 1921) stellte zwar die Anwesenheit 
der Brenztraubenséure wahrend der Zuckervergérung durch HefepreBsaft 
fest, es ist aber zweifelhaft, ob dieses Zwischenprodukt tiberhaupt aus 
Zucker wahrend der Gaérung entstand. Vor allem seine kleine Menge im 
Verhaltnis zum Zucker, wie auch groBbe Beimengungen von Fremdstoffen 
zur Garung, die ebenfalls eine Quelle fiir die Brenztraubenséure bilden 
kénnten, beeintrichtigen die Behauptung v. Grabs. 
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magawas'; dieser erhielt sogar 39,18 °,, Glycerin auf Hexosen berechnet 
(41,24°, auf Saccharose bezogen), nebst 19,65°%, Aldehyd (20,68 
auf Saccharose). Die Vergarung dauerte aber 20 Tage, und die an. 
gewandte Hefemenge betrug 40°, oder etwa 12°, Trockensubstanz 
(auf Saccharose bezogen). Auch fiir diese Giaransatze gilt der an 
gegebene Vorbehalt. 

Bei naberer Betrachtung anderer Ergebnisse von Newberg und Mit. 
arbeitern kann man feststellen, daB bei sechstagigen Garansatzen 
ohne nochmaligen Hefezusatz auBer dem normalen, 10°), auf Zucker 
gerechnet, der Aldehydgehalt nie 16°, (auf Saccharose) iibersteigt 
d.h. etwa 34°, Glycerin entspricht. In bezug hierauf bestebt ein: 
auftretende Disproportionalitat zwischen Konzentrationsanstieg von 
Sulfit zur Aldehydausbeute; z.B. wandte Newberg bei einem Gir- 
ansatz (gezeichnet im Original mit ..i‘)? 77°, Sulfit an, und er- 
hielt dabei im Mittel 16,04°,, Aldehyd (auf Saccharose), in einem 
anderen (gezeichnet ,,/‘‘) war die Sulfitgabe 152°,, auf Zucker, als 
Ergebnis im Mittel 18,61°, Aldehyd. Der Sulfitzusatz wurde also 
um beinahe 100°, erhéht, der Aldehydgehalt stieg dabei minima! 
nur um etwal6°%. In diesem letzten Ansatz wurde auch der Alkohol- 
gehalt bestimmt. Er betrug 17,6°,, (auf Hexosen bezogen). Eine Zu. 
sammenstellung obiger Vergarungen zeigt ausdriicklich, daB bei Be- 
rechnung auf Zucker die Summe aller Endprodukte viel zu hoch ausfallt ; 
nainlich 18,61 °,, Aldehyd entspricht 72,32 °,, der vergorenen Saccharose 
und 18,53°, Alkohol (auf Saccharose bezogen) entspricht 34,44° 
vergorener Saccharose, also zusammen 106,76 °,, vergorener Saccharose 
Dies wire in erster Linie mit dem zu hohen Aldehydgehalt zu erklaren: 
ein Teil von ihm kénnte doch aus Hefe entstehen. 

Es muB8 natiirlich etwas dafiir verantwortlich gemacht, werden 
daB das Entstehen des Aldehyds oder, besser gesagt, die Bindung 
von Aldehyd an Sulfit, gerade bei etwa 17°, (auf Saccharose) unter. 
brochen wird. Neuberg und Reinfurth erkliren diese Tatsache mit 
zwei Faktoren, namlich der Dissoziation der Additionsverbindung 
Sulfit—Aldehyd und der Unméglichkeit weiterer Steigerung der Sulfit- 
gaben infolge starker Abschwachung der Hefe. Der erstere Faktor. 
soweit es sich hier tiberhaupt um Dissoziation handelt, ware deshal) 
schwer erklarlich, weil er einen plétzlichen Anstieg unwahrscheinlich 
macht. In einem meiner Versuche fand ich bei etwa 21°), Sulfit (auf 
Zucker) 6,94°%, Aldehyd, also etwa 95°, der theoretisch méglichen 
Menge, in einem weiteren bei 46°, Sulfit fand ich 14,68°, Aldehyd. 
also etwa 90 °, der theoretischen Ausbeute. In diesem zweiten Garansatz 
entstand schon Aldehyd in betrachtlicher Menge trotz verhaltnis- 


1 H,. Kumagawa, diese Zeitschr. 131, 148, 1922. 
2 Neuberg und Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365, 1918. 








mak 
Diss 
sf lit 
Sulf 
ver] 
erge 
mit 


an | 
enz) 
Abs 
ansa 
ware 
duk 
die 

vorf 
ich 


garu 
Auff 
sole} 
Hefe 


nich 


Rick 
fiir 

der 

Vers 
Leb 
geril 
wure 
wert 


salze 
sulfe 
Gan 
kleir 


30, 
Alde 
bei 7 








rechnet 
20.68 

die an. 
ubstanz 
der an 


nd Mit- 
nsatzen 
Zucker 
rsteigt 
ht eine 
eg von 
n Gar- 
ind er- 
einem 
cer, als 
de also 
Linima| 
Ikohol- 
ine Zu- 
bei Be- 
usfallt ; 
harose 
34.44 ° 
harose 
klaren 


verden 
indung 

unter. 
he mit 
indung 

Sulfit- 
Faktor. 
leshal) 
veinlich 
fit (aut 
glichen 
dehyd. 
ransatz 
1altnis- 








Sulfit-garung. 367 


maBig geringen Sulfitiiberschusses; unter obigen Umstanden ist die 
Dissoziation noch unbedeutend. Bei gré®erem UberschuB an Sulfit 
sollte dagegen die Dissoziation gewaltig ansteigen, denn bei 150°, 
Sulfit wiirden etwa nur 35°, dessen Gesamtmenge zur Additions- 
verbindung verwendet werden (im Endresultat etwa 18,6°,, Aldehyd 
ergebend). Solch ein tiberraschender Sprung 1aBt sich wohl nicht 
mit der gewohnlichen Dissoziation einer Additionsverbindung erklaren'. 


Welchen Einflu8 kann nun die Hefe auf die Bindung von Aldehyd 
an Sulfit ausiiben? Letzterer ProzeB ist doch von Natur aus nicht 
enzymatisch und verlauft bei Abwesenheit von Hefe sehr rasch. Eine 
Abschwichung der Hefe miiBte somit, sobald iiberhaupt der Gar- 
ansatz noch arbeitet, keinen Einflu8 auf diese Bindung haben; vielmehr 
ware zu erwarten, daB bei langsam vergarendem Ansatz auch der Re- 
duktionsvorgang des Aldehyds verlangsamt wird, also automatisch 
die Bindung von Aldehyd an Sulfit giinstigere Bedingungen fiir sich 
vorfindet. Um fiir diese Frage eine Erklarung zu finden, verwandte 
ich fiir meine nachsten Garansitze Hefe, die vorher der Sulfitgarung 
angepaBt war. Es zeigte sich nun (s. unten), daB bei Anwendung von 
1% CaCO, (auf Zucker bezogen) die Hefe dermafen an die Sulfit- 
girung gewohnt werden kann, daB sie imstande ist, ohne sonstige 
Auffrischung neun Giaransitze ‘mit 20%, Sulfit) zu verarbeiten; 
solche Hefe kann man schon als an die Sulfitgirung angepabte 
Hefe betrachten. Dennoch konnte eine gréBere Ausbeute an Glycerin 
nicht festgestellt werden. 


Es wurde noch eine ganze Reihe anderer Versuche in derselben 
Richtung ausgefiihrt; ich suchte nach geeignetsten Lebensbedingungen 
fir Hefe, wie Temperatur und Nahrsalze, wandte auch Ventilation 
der garenden Ansatze mit verschiedenen Gasarten an, jedoch alle diese 
Versuche verliefen fast véllig negativ. Es gelang mir nur, die optimalen 
Lebensbedingungen fiir Hefe zu finden, unter denen bei méglichst 
geringem Uberschu8 an Sulfit maximale Ausbeute an Glycerin erzielt 
wurde, dagegen konnte der Aldehydgehalt nicht tiber 17°., gebracht 
werden. 


Unter anderem untersuchte ich auch den Einflu8 von Ammon- 
salzen auf die Sulfitvergarung. Es zeigte sich dabei, daB Ammon- 
sulfat imstande ist, der Sulfitgarung einen wesentlich veranderten 
Gang zu geben. Je hoéher die Sulfitgaben bemessen werden, desto 
kleinerer Mengen von Ammonsulfat bedarf es, um diametral ver- 


1 Nach Tomoda {Josh. Tomoda, Journ. soc. chem. Ind. Jap. (Suppl.) 
30, 189, 1927] tritt die Dissoziation der Additionsverbindung Sulfit 
Aldehyd erst oberhalb pq = 10 hervor, da wir hier aber die Sulfitgarung 
bei py = etwa 8,5 fiihren, ware die Dissoziation auBerst gering. 
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schiedene Verinderungen des Géirungsvorganges zu verursachen 
Vor allem dauert die Sulfitgaérung bei gréBeren Gaben von Ammonsulfat 
bedeutend linger, dann macht sich auch eine starke Schwachung 
der Hefe sichtlich bemerkbar. Schon ohne spezielle mikroskopische 
Untersuchung la8t sich der schidigende EinfluB des Ammonsulfats 
auf die Hefe beobachten. Bei verhaltnismiBig geringer Zugabe von 
(NH,),SO, (abhangig von Sulfitkonzentration — bei 54%, Sulfit 
reicht etwa 1,5°,, (NH,).SO,, auf Zucker bezogen, aus) bemerkt man 
nach 2 bis 3 Tagen, wie die Hefe sich in Flocken zusammenballt; nach 
energischem Umschiitteln zerfallt die Hefe nicht mehr gleichmibig, 
sondern es bilden sich in der Girungsfliissigkeit lange Hefefaden, und 
es gelingt nur auBerst schwierig, diese Faden in der Fliissigkeit einiger- 
maBen gleich zu verteilen. Im mikroskopischen Bilde sehen wir dic 
Einzelzellen stark zusammengeschrumpft, viele davon sind abgestorben 
und bilden dichte Konglomerate. Trotzdem enthielten auch diese 
Praparate sprossende Zellen. Sobald wir mit der Sulfit-ration noch 
nicht so hoch steigen, daB iiberhaupt die Hefe vernichtet wird, so- 
lange 1aBt sich noch eine anwachsende Ausbeute an Glycerin mit 
steigender (NH,),S0O,-Gabe beobachten. So bedurfte z. B. bei 54°, 
Sulfit und 0,2 °,, Ammonsulfat die Garung 541, Stunden, die Glycerin- 
ausbeute betrug 30,80 °,,; bei derselben Sulfit-ration, aber 1,2 °,, Ammon- 
sulfat, stieg der Glyceringehalt auf 37,84°,, also ganz betrachtlich. 

Wie kann dies nun das Ammonsalz bewirken? (NH,Cl hat ahnliche 
Einwirkung.) Bei naiherer Untersuchung lassen sich hier zwei ver- 
schiedene Faktoren feststellen. Einerseits befinden sich in der Fliissigkeit 
nebst (NH4)-Ionen auch NH,-Molekiile, die die Hefe auSerordentlich 
schadigen, andererseits wird durch Zugabe von Salzen einer starken 
Siure mit schwacher Base zur Sulfitlésung die pg vermindert und daher 
die HSOj{-Ionenkonzentration erhéht. Beide obigen Umstiinde sind 
fiir Hefe schidlich, und besonders der zweite kann sich in einer er- 
héhten Glycerinausbeute auswirken. (Es ist wahrscheinlich, dai 
die HSO{-Ionen aktiver als die SO{-Ionen sind.) Durch diese Tat- 
sache unterstiitzt, meinte ich, daB es gelingen wird, auch bei gréBeren 
Sulfit-rationen eine bessere Bindung des Aldehyds zu erreichen. Aber 
alle in dieser Richtung gefiihrten Versuche miBlangen, einerseits 
infolge zu starker Hefeabschwachung, andererseits kénnte noch eine 
andere unbekannte Ursache hier am Werke sein. 

Es ist bekannt, daB in den ersten Stunden der Sulfitgaérung fast 
keine Kohlendioxydentwicklung zu bemerken ist. Eine Zuckerkontrolle 
belehrt uns aber sofort, daB die Garung ihren normalen Lauf nimmt, 
denn der Zuckergehalt fallt allmahlich ab. Man kénnte also annehmen, 
daB in diesem ersten Stadium besonders Aldehyd gebildet wird, das 
CO, aber gleichzeitig mit dem entstehenden NaOH in Verbindung 
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tritt. Ich iiberzeugte mich auch wirklich, daB8 durch Ammonsulfatgabe 
im Zeitpunkt, wo schon starke CO,-Entwicklung zu beobachten ist, 
die Vergairungsdauer nicht beeinfluBt wird, eventuell ganz unbedeutend, 
wabrend dies bei Ammonsulfatverabreichung am Anfang der Garung 
nicht der Fall ist. Dies wiirde sich durch Ausfall des zweiten obigen 
Faktors (HSO}) erklaren lassen. Dieser Vorgang tritt am deutlichsten 
hervor, sobald die Sulfit-ration noch nicht so stark ist, 20 bis 40°, 
Sulfit auf Zucker bezogen. Diese Erscheinung zog mein Interesse 
auf sich, zu untersuchen, ob de facto in diesem ersten Stadium aus- 
schlieBlich Aldehyd entsteht. Ware dem so, so wiren daraus gréBere Aus- 
beuten an Aldehyd zu erhoffen. Man kénnte am Anfang der Garung 
eine kleine Sulfit-ration, z. B. 20°, anwenden; sobald eine kraftige 
CO,-Entwicklung erreicht ware (die auch als Anfang der Alkohol- 
bildung und Ende der Aldehydbildung angesehen werden kann), kénnte 
man eine zweite Sulfit-ration verabfolgen usw. Wiirden in diesem 
ersten Stadium z. B. 95°%, Aldehyd entstehen, so kénnte man im 
zweiten mit ebenso groBer Ausbeute oder nur etwas geringerer rechnen 
und kénnte am Ende der Garung als Endresultat maximale Ausbeute 
an Aldehyd, somit auch an Glycerin erwarten. 


Meine darauf folgenden Versuche bestitigten aber meine obige 
Ansicht durchaus nicht, aber sie waren immerhin so interessant, 
daB ich beschloB, eine aysfiihrliche Untersuchung dieses Ubergangs- 
punktes einzuleiten. Es zeigte sich sogleich, daB hier gar nicht gréBten- 
teils Aldehyd entsteht; dann stand auch die Menge des freien CO, 
durchaus nicht im theoretisch vorgesehenen Verhaltnis zur Alkohol- 
menge, die in diesem Standpunkt der Garung vorhanden war. Z. B. be- 
trug bei 2°, Aldehyd und etwa 4°, Alkohol die freie CO,-Menge nur 
etwa 2%. Es war nun zu erforschen, was mit dem restlichen CO, 
geschehen ist. Nach Neubergs Theorie miiBten eigentlich etwa 4°, CO, 
(entsprechend 4°, Alkohol — bei ihren ungefahr gleichen Molekular- 
gewichten) aufzufinden sein, und 2°, CO, (entsprechend der Aldehyd- 
menge) traten in chemische Reaktion mit dem gleichzeitig entstehenden 
NaOH. Dem war aber nicht so. Eine lange Versuchsreihe bewies 
giinzliche Ubereinstimmung der € O,-Prozente mit dem Aldehydgehalt, 
wobei aber der Alkoholgehalt stets héher ausfiel. Die Differenzen waren 
so betriichtlich, daB an eventuelle Versuchsfehler nicht gedacht werden 
konnte; besonders ihre Stetigkeit deutete darauf hin, trotz modi- 
fizierter (in verschiedenen Punkten) Probeentnahme. Es mag noch 
bemerkt werden, daB alle obigen Versuche bei etwa 20°, Sulfit-ration 
ausgefiihrt wurden. Die einzige Erklarung fiir diese Erscheinung war 
nun folgende: Die Grundlage fiir die Sulfitgarung bildet eine gekoppelte 
Reaktion. Ein Zuckermolekiil fallt auf gewéhnliche Weise der alko- 
holischen Garung anheim,und dank dieser expandierenden Energie binden 
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zwei weitere Zuckermolekiile zwei Molekiile Sulfit an sich; die Bindung 
findet héchstwahrscheinlich zwischen der Aldehydgruppe des Zuckers 
mit dem Sulfit auf identische Weise statt, wie dies an gewéhnlichen 
Aldehyden vor sich geht. Dadurch entstehen natiirlich zwei Molekiile 
NaOH, die aber durch das gleichzeitig in alkoholischer Garung ent- 
stehende CO,-Gas neutralisiert werden. Die Reaktion hat nun folgenden 
Verlauf: 


20,H,,0, + 2Na,SO, + 2H,O = 2C,H,,0,0HOSO,Na+ 2 NaOH 
C,H,,0,= 2C0, + 2C,H,O 

30,H,,0, + 2Na,SO, + 2H,0 — 2 C,H,,0,0OHOSO,Na 

+. 20,H,O + 2 NaHCO,. 


Die Additionsverbindung des Zuckersulfits wird nun weiter zer- 
fallen. Es gibt dafiir zwei Méglichkeiten, entweder zerfiallt die Ver- 
bindung zuerst in Sulfit und Zucker und erst dann folgt eine weitere 
Umsetzung des Zuckers, oder auch die Additionsverbindung passiert 
vollig durch alle Abbaustadien. Die erste Méglichkeit ist wenig wahr- 
scheinlich, vor allem deshalb, weil stets eine ideale Ubereinstimmung 
der CO,-Prozente mit den Aldehydprozenten vorliegt ; sie miiBte auch als 
Folge die Bindung des Sulfits an Aldehyd aus der Additionsverbindung 
Zuckersulfit, sowie nebenbei an Aldehyd, der dem nicht an Sulfit ge- 
bundenem Zucker entstammt, zulassen. Dieser letztere Fall miiBte 
verschiedene Mengen von CO, und Aldehyd ergeben. 


Es bleibt also nur die zweite Annahme der Zersetzung des Zucker- 
sulfits als Komplexes naher in Augenschein zu nehmen. In dieser 
Verbindung mu8 natiirlich ein System vorgesehen werden, das das 
Entstehen der spateren Verbindung Aldehyd—Sulfit erkléren kénnte 
Es wird nun auch erklarlich, weshalb der Gehalt an freiem CO, 
gleich ist dem Prozentgehalt an Aldehyd, denn das aus Zucker- 
sulfit entstehende freie CO, findet keine ihm entsprechende Menge 
NaOH zur Bindung vor. Als sehr wichtig ware auch noch 
der Umstand zu _ unterstreichen, daB diese Additionsverbindung 
nicht schneller zerfallt als sie entsteht, also kann auch _ ihre 
Konzentration wahrend der Giarung steigen, was besonders am 
Anfang der Garung zu ihrer Feststellung vorziigliche Dienste leistete 
Auf die Weise ware die Sulfitgarung also nicht als ein Abfangen 
des entstehenden Aldehyds durch Sulfit aufzufassen, sondern diese 
Verbindung, das Aldehydsulfit, das besonders am Ende der Vergirung 
reichlich auftritt, findet seinen Vorganger im Zuckersulfit. Es wird 
nun auch ersichtlich sein, daB die Sulfitgirung nicht imstande ist, 
vollstandige Umsetzungen von Zucker in Aldehyd und Glycerin durch- 
zufiihren; nur zwei Drittel, etwa 66,6 °%, des Gesamtzuckers, kénnen 
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in diese Endprodukte umgesetzt werden. Dem entsprechen 17,16 °, 
entstehenden Aldehyds (auf Saccharose bezogen) bzw. 35,88 °,, Glycerin. 
Etwa héhere Ausbeuten entstammen Nebenreaktionen. Eine héhere 
Ausbeute an Glycerin kann naimlich mit denselben Beweishypothesen 
wie bei der sauren Garung erklart werden, wobei dieses Problem noch 
einer exakten Untersuchung bedarf. Héhere Ausbeute an Aldehyd 
kann wiederum der Hefezersetzung entstammen. Obgleich nun auf 
dem Héhepunkt der Garung, bei kraftiger CO,-Entwicklung, etwa nur 
30°, des theoretisch (bei 20°, Sulfit) méglichen Aldehyds gebildet 
werden, so sind doch etwa 60°, in chemischer Vorbereitung begriffen 
und ebensoviel an gebundenem Sulfit vorhanden. Dieser Umstand 
erklart auch, weshalb eine eventuelle Anwendung einer Ammonsalz- 
ration in diesem Zeitpunkt der Garung véllig nutzlos verlauft. 


Es bedarf ncch naherer Erlauterung, wie die Bindung voi Sulfit 
an Zucker zustande kommt, um spater in die Additionsverbindung 
Sulfit—-Aldehyd iiberzugehen. Auch hier waren zwei Hypothesen 
méglich, sobald wir annehmen, daB schon einmal an Zucker gebundenes 
Sulfit seinen Platz in dessen Molekiil nicht wechselt. 


Erstens die Bindung an die Aldehydgruppe der Hexose. 
CH,OH . (CHOH),.CH(OH), + Na,SO, 
= CH,OH . (CHOH),. CH(OH)OSO,Na + NaOH; 
darauf kénnte zwischen dem zweiten und dritten C-Atom folgende 
Reaktion stattfinden: 
CH,OH .(CHOH),.GHOH .CHOH .CH(OH)OSO,Na — H,O 
= CH,OH . (CHOH), .C(OH): CH . CH(OH)SO,Na, 


und diese Verbindung kénnte nachfolgende Umstellung erleiden: 
CH,OH . (CHOH),.CO.CH,CHOH(SO,Na). 


Im Laufe weiterer Zersetzung kénnte am dritten C-Atom eine 
Aldehydgruppe entstehen, die nach Oxydation in eine Carboxylgruppe 
iibergehen kénnte: 

COOH.CH,.CH(OH)(SO,Na) — CO,+ CH,.CH(OH)(SO,Na), 


und, wie daraus bereits ersichtlich, wiirde Kohlendioxyd und die 
Additionsverbindung Aldehyd-sulfit resultieren. Obige Bindung von 
Sulfit an das Zuckermolekil erklirt zur Geniige das Entstehen 
des spiteren Aldehyd-sulfits. Als Ursprungssubstanz fiir das ent- 
weichende CQO, ist der Aldehyd der Malonsiaure zu stellen; ob nun diese 
Verbindung so leicht der Hefeeinwirkung anheimfallt, dariiber wissen 
wir bis jetzt noch nichts. Analogien ziehend, ]aBt sich nur sagen, dab 
zwei stark oxydierte Gruppen, die an ein und demselben C-Atom haften, 
sich immer leicht abspalten. 


24* 
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Eine zweite hypothetische Méglichkeit wire darin gegeben, daf 
als Zwischenglied Brenztraubensiure, die mit ihrer Ketongruppe 
das Sulfit an sich kettet, entstehen kénnte. Solch eine Reaktion hatte 
nachfolgenden Verlauf: 


CH,OH . (CHOH),.CHOH .CHOH.COH 
+ CH,OH . (CHOH),.CH,.CO.COH?. 


Diese Verbindung kénnte mittels ihrer Ketongruppe mit Sulfit 
reagieren und nach Zersetzung und Oxydation der Aldehydgruppe 
ein Derivat der Brenztraubenséure, CH, .C(QH)(SO,Na) . COOH, 
ergeben. Obige zweite Hypothese hat aber insofern Schattenseiten, als 
man anzunehmen gezwungen ist, das Sulfit sei durch die Ketongruppe 
statt durch die Aldehydgruppe an sich gebunden, wenn auch weiter 
das daraus resultierende Derivat der Brenztraubensiure ganz gewil 
der Hefeeinwirkung sehr leicht anheimfallt; im Gegensatz dazu sind 
wir nicht sicher, wie ich schon hervorhob, ob das Aldehydderivat 
der Malonsiure durch Hefe zersetzt werden kann. Einstweilen mag 
dieses Problem noch offenbleiben. 


Versuchsteil. 


Vorbereitung der Giransitze. 


Ich verwendete stets al; Garlésung eine 10°%ige Saccharoselésung. 
Gewogene Mengen Zucker, Sulfit, Nahrsalze wurden in Wasser gelést und 
bei Garungstemperatur von 35°C im MeBkolben zur Marke aufgefiillt. 
Des weiteren wurde die Hefemenge gewogen, in den Garungskolben getan, 
mit entsprechender Menge der obigen Garfliissigkeit gemischt und dann 
in einem Wasserthermostaten der Garung iiberlassen. Zu allen meinen Giir- 
versuchen verwendete ich PreBhefe aus der Fabrik Lesienice bei Lwow., 
namlich in Mengen von 10% auf Zucker bezogen. Dieses Arbeitsverfahren 
unterscheidet sich etwas von demjenigen Neubergs, nimlich dadurch, dai 
hier die Angarung fortfallt. Ich kam namlich zu der Uberzeugung, da! 
Garansatze, die gleich von Anfang an die volle Sulfit-ration bekommen 
haben, viel schneller vergiéren als die, bei denen eine Angarung erfolgt ist 
Ich fiihre hier einige Ergebnisse einer Versuchsreihe an, die im Endziel den 
EinfluB einer Angarung zeigen sollen. Es wurden zu gleicher Zeit fiint 
Garansaétze mit derselben Hefe und bei gleicher Temperatur aufgestellt, 
wobei der erste sofort (noch vor der Hefegabe) die volle Sulfit-ration erhielt, 
die folgenden aber verschieden lange Angérungen erfuhren. (Es mag noch 
hinzugefiigt werden, daB alle fiinf Gaéransatze dieselbe Sulfitkonzentration 
hatten.) 


Zusammenstellung der Garansdtze. 


50g Zucker + 10g (wasserfreies) Sulfit + 0,56g MgSO, + 0,25¢ 
K,HPO, + 0,25g (NH,),SO, zu 500 cem; davon 400ccm zu 4g Hefe. 








1 Nef nimmt an, daB obige Verbindung bei Einwirkung von Laugen 
auf Zucker entsteht (A. 357, 301, 1907; 376, 1, 1910). 
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Bei den Géransaétzen, denen Angérung zugeteilt war, wurde Zucker 
nebst Néhrsalzen in wenig Wasser gelést und dann erst mit Sulfitlésung 
auf 400 ccm aufgefiillt. Tabelle I enthalt die Ergebnisse obiger Versuchsreihe. 





Tabelle I. 
Dauer der Angarung . . 0 5’ 15’ 25’ 35’ 
Gesamte Garungsdauer . 54h 60h 72h 72h 94h 


Ich bemerkte wihrend der Garung, daB zwischen der 25. und 35. Minute 
im letzten Géransatz CO, entweicht, also ware dies nach Neuberg der 
geeignetste Zeitpunkt fiir die Sulfitverabfolgung. Das Ende der Ver- 
garungen wurde mittels der Ostschen Probe auf Abwesenheit von Zucker 
festgestellt. Aus obiger Tabelle ist zu ersehen, da{ eine angewandte An- 
garung sehr bedeutend die gesamte Gérungsdauer beeinfluBt. Die Er- 
scheinung kann nur durch die schadliche Einwirkung der H SO} -Ionen auf 
die Hefe gedeutet werden. Schon eine neutrale Sulfitlésung enthalt gewisse 
Mengen dieser Ionen. Bei Vornahme der Angérungen wird die Sulfitlésung 
zur Géarungslésung zugesetzt, die teilweise gesattigt (ja sehr oft sogar 
iiberséttigt) mit CO, ist; aus CO, entsteht H,CO,, die wiederum aus Sulfit 
freie schweflige Saure verdrangt, d. h. aus SO{-Ionen werden HSOj -lonen 
gebildet. Das Anwachsen dieser HSOj;-Ionenkonzentration kann sogar 
sehr bedeutend ausfallen und mithin die Hefe betrachtlich schwachen. 


Die Bestimmung von Glycerin. 


Als exakteste Methode zur Bestimmung von Glycerin kann die von 
Zeisel-Fanto angegebene Methode angesehen werden, nebst ihrer Vervoll- 
kommnung (in bezug auf die Sulfitgarung) nach Neuberg (l.c.). Diese 
Arbeitsweise liefert zweifellos die besten Ergebnisse, jedoch die groBe 
Anzah! der Einzelbestimmungen, die man zwecks Orientierung in Ausbeuten 
an Glycerin ausfiihren mu8, beansprucht viel Zeit mit einigen Schwierig- 
keiten. Ich arbeitete deshalb nach dem Oxydierungsverfahren mittels 
Bichromats!; dabei entstehende Fehler wurden durch Destillation bestimmt. 
Die Ergebnisse nach obiger Arbeitsweise fallen gewéhnlich etwas zu hoch 
aus, sie kénnen aber als Orientierungszahlen vorziiglich verwandt werden. 
Die Bestimmung nahm folgenden Verlauf: Nach Entnahme einer Probe 
der vergorenen Maische (bei Abwesenheit von Zucker) behandelte ich sie 
im MaBkélbchen mit basischem Bleiessig in kleinem UberfluB, fiillte das 
K6élbchen auf, filtrierte und verwandte einen Teil des Filtrats zur Glycerin- 
bestimmung, der aber eine Anséuerung mit Schwefelséure und Verfliichtigung 
von Alkohol und Aldehyd (durch Erwairmen im Wasserbad) vorangingen. 


In Produkten einer Gairung wurde Glycerin mittels Destillation und 
Oxydation bestimmt. 


Zusammensetzung einer Garung: 
100 g Zucker + 21 g Sulfit, wasserfrei (oder 52 g Sulfit aq. mit einigem 
Sulfatgehalt), + lg MgSO, + lg K,HPO, + 0,5g CaCO, + 0,5¢ 
(NH,),SO, zu 1000 ccm; davon 800ccm zu 8g Hefe. 


1 Hehner-Steinfels, Holde, Kohlenwasserstoffe und Fette, 1924, 8. 651. 
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Nach 44 Stunden galt die Garung als beendet. Mittels der Oxydierungs. 
methode wurde der Gehalt an Glycerin mit 20,67°% bestimmt. 


Zwecks Glycerinbestimmung nach dem Destillationsverfahren wurden 
500cem der vergorenen Fliissigkeit (entsprechend 50g Zucker) allen 
ReinigungsmaBnahmen nach Newberg (l.c.) unterzogen. Nach praktisch 
fast vollkommenem Entfernen aller mineralischen Salze wurde die Rest- 
fliissigkeit in einem seinerzeit im deutschen Militarversuchsamt eingefiihrter, 
Destillationsapparat mit Wasserdampfstrom destilliert!. Im Destillat 
wurden 8,7 g Glycerin oder 17,4% (auf Zucker gerechnet) gefunden. 

Gleichzeitig wurde ein zweiter Garungsversuch nach obiger Zusammen- 
setzung angestellt, aber unter Fortfall von Natriumsulfit. In seinem End- 
produkt fand ich nach dem Oxydierungsverfahren 5,77°% Glycerin (aut 
Zucker bezogen). 

Die Differenz in beiden Glycerinbestimmungsmethoden, 1. Oxydation 
und 2. Destillation, betragt etwa 3% ; teilweise kénnen hier Nebenreaktionen 
eine Rolle spielen, es scheint aber auch nicht ausgeschlossen, daB die Hefe 
diese den Ertrag an Glycerin schadigenden Elemente in sich birgt. Da 
bei saurer Gérung gewoéhnlich ein Ertrag bis zu etwa 3°% Glycerin erreicht 
wird, in meinen Versuchen ein Gehalt von 5,77% gelang, so findet auch 
hier eine Differenz von etwa 3% statt. Dieser Unterschied trat auch bei 
héherer Sulfitkonzentration zum Vorschein, er variierte dabei in sehr 
engen Grenzen. Somit ergab sich, daB der Oxydationsmethode zwar nicht 
groBe Genauigkeit zuzumessen sei, sie geniigt jedoch vollstaéndig zu 
Orientierung. 


Als weitere Kontrollversuche in dieser Sulfitgarung wurden noch 
Aldehydbestimmungen ausgefiihrt. Auch sie wurden neben anderen weiteren 
Bestimmungen mit der Destillationsmethode nach Neuberg und Reinfurth 
ausgefiihrt; als Bindemittel des Aldehyds verwandte ich nach Neubery 
und Gottschalk Hydroxylamin-sulfat®. Nach einstiindigem Stehenlassen 
titrierte ich die von Aldehyd befreite Menge der Schwefelsiure mit Methy]- 
orange als Indikator, dabei wurden auch Aciditét der Hydroxylamin- 
lésung sowie Alkalitét des Destillats beriicksichtigt. Obige Bestimmungen 
wurden nach folgender Arbeitsweise ausgefiihrt: 


100 cem (10g Zucker) der vergorenen Lésung, auf + 2° C abgekiihlt, 
wurden mit 20 ccm einer Lésung von 25 g BaCl,, 2 H,O in 1 Liter in den 
MeBkolben getan, nach einiger Zeit auf 500 ccm mit Eiswasser aufgefiillt ; 
nach Filtration im Kiihlschrank wurden 250cem des Filtrats in einem 
Claisenkolben mit 1,1 g gefalltem CaCO, in Beriihrung gebracht. Nunmehr 
wurde in einem Neubergschen Destillierapparat die Destillation ausgefiihrt 
und das Destillat auf 1200 ccm aufgefiillt. 100ccm dieses Destillats be- 
freiten aus 25cem n/10 Hydroxylaminlésung 6,57 cem n/10 H,SO,. (In 
besonderer Probe wurde die Alkalitaét des Destillats in 100 cem mit 0,35 cem 
n/10 H,SO, gemessen, und ebensoviel Saéure wurde der Hydroxylamin- 
lésung zugesetzt zwecks Neutralisierung des Destillats.) Die Zahl ist an- 
gegeben nach Abzug des Sauregehalts der reinen Hydroxylaminsulfat 
lésung. Daraus 148t sich nun der Aldehydgehalt im ganzen Volumen des 
Destillats mit 0,3468 g berechnen, oder 6,94°% auf Zucker bezogen. Diese 
Zahl entsprechen 14,5°% Glycerin, da aber die Destillation 17,4°% Glycerin 


1 Seifenfabrikant 1920, 8. 373. 
2 Neuberg und Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 175, 1924. 
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aufwies, so ergibt sich daraus, da®B hier neben Glycerin durch Sulfit-ein- 
wirkung auch Glycerin auf gewéhnliche Weise wie bei saurer Gérung ent- 
standen ist. 

In einem darauffolgenden Garungsansatz mit erhéhter Sulfitmenge 
(46°, auf Zucker bezogen), bei ganz demselben Verfahren wie oben an- 
gegeben, wurden mit der Oxydationsmethode 35,23°%, Glycerin, mit der 
Destillationsmethode 32,9°%, Glycerin festgestellt; der Aldehydgehalt 
betrug 14,45°,; ihm entspricht ein Glyceringehalt von 30,2°,. Wiederum 
zeigt sich mehr an Glycerin, als der aus Aldehyd berechneten Menge zu- 
kommen wiirde. Die Differenz zwischen beiden Glycerinbestimmungs- 
methoden betragt wiederum 2,3°,, ebenso wie in anderen Versuchen. Die 
Differenzen hielten sich in den Grenzen von 2 bis 3°}. 


Wahl der geeignetsten Umstiande fiir die Girung. 


(Diesen Teil der Arbeit habe ich zusammen mit A. T'ychowski bearbeitet.) 


Es eriibrigt sich zu erértern, daB zwecks Erreichung maximalér Aus- 
beuten an Glycerin die optimale Einwirkung verschiedener Faktoren auf 
die Hefe festgestellt werden muBte; speziell galt es, groBe Aufmerksamkeit 
den Ndhrsalzen fiir die Hefe zuzuwenden. Die Hefe muBte, da sie unter 
den ungeeignetsten Umstanden der Sulfitgaérung arbeiten sollte, kraftig vor- 
bereitet werden; durch entsprechende Auswahl ihres Nahrbodens muBte 
auch wahrend der Gérung ihrer Schwaéchung eventuell Absterben ent- 
gegengearbeitet werden. Es kommt noch hinzu, da es bei dieser Sulfit- 
girung noch bisher keine Methoden zur Bestimmung der fermentativen 
Kraft dieser Sulfithefe gibt, denn die gewéhnliche Arbeitsweise, nach der 
der Gewichtsverlust einer Rohrzucker-Hefelésung nach 24 Stunden infolge 
CO,-Abgangs gemessen wird, fithrt hier nicht zum Ziele. Man mu8 naimlich 
bei dieser Arbeitsweise nach beendeter Sulfitgarung die Hefe mehrere Male 
mit Wasser zentrifugieren, um sie ganzlich von Sulfit zu befreien ; aber gerade 
dieser radikale Eingriff in ihre Lebensgewohnheiten fiihrt eine betrachtliche 
Schwachung ihrer fermentativen Kraft mit sich. Das veranlaBte uns, 
andere Wege zu beschreiten. Mit Sulfithefe, die schon einmal eine Sulfit- 
girung durchgemacht hat und deren fermentative Kraft eben gemessen 
werden sollte, wurde nunmehr ein zweiter identischer Giransatz angestellt, 
um seinen Verlauf, besonders den Zeitwert beobachten zu kénnen und 
auf dieser Grundlage iiber die untersuchte Géarungskraft zu einem Bilde 
zu kommen. 

Dies fiihrte zu sehr interessanten Ergebnissen. Die erste auf obige 
Weise angesetzte Garungsreihe wurde folgendermafen begonnen: 

100 g Zucker + 0,5 g (NH,),SO, + 1g K,HPO, + 1 g MgSO,; dabei 
wurde noch eine Angarung bei 28°C wahrend 35 Minuten angewandt. 
Nach dieser Zeit erfolgte die Zugabe von 20 g (wasserfreies) Natriumsulfit 
(40g kristallisiertes) und wurde auf 1000ccm aufgefiillt. Die Garung 
dauerte bei 35°C 64 Stunden (sie war kiirzer als die oben zitierte Garung 
|Tzbelle I], jedoch hatte damals der Nahrboden andere Zusammensetzung, 
statt 1% K,HPO, nur 0,5%). 

Die Hefe nach der Garung wurde zentrifugiert, dreimal mit Wasser 
verriihrt. Dieses Waschen muBte deshalb angewandt werden, um die 
darauffolgende Angarung eintreten zu lassen. Mit so vorbereiteter Hefe 
wurde nun ein zweiter Garansatz angestellt, der 94 Stunden zu seiner 
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Beendigung bedurfte, somit 50° langer arbeitete. Noch ein dritter Givr- 


ansatz, angestellt mit Hefe aus dem Ansatz II, gor dermaBen langsar, 


daB er nach 120 Stunden Garung noch 30% unvergorenen Zucker enthie!: 
und deshalb eingestellt wurde. 


Es ist ersichtlich, daB es unter obigen Umstanden mit dieser Hefe nw 
méglich ist, zwei Giéransaitze zu verarbeiten. 
Es wurde nun eine Versuchsreihe angestellt, unter Fortfall der An 


girung bei gleichbleibender Zusammensetzung der Nahrlésung, also 1 
MgSO, 1% K,HPO,, 0,5% (NH,),SO, auf Zucker bezogen und 18 


(wasserfreies) Sulfit. Die abgeschleuderte Hefe wurde nicht gewaschen, 


sondern gleich dem darauffolgenden Ansatz zugeteilt : 


Garungssatz I arbeitete 47 Stunden 


” II ra ee wn 
” Iil * ee ee a 
” IV ie Sa a va kes ra Fa 
a V + - . . . . « Schon sehr langsam; 


nach 120 Stunden erst néherte er sich seinem Ende (die Fliissigkeit enthielt 
noch 2% unvergorenen Zucker). 


Bei dieser Arbeitsweise zeigte es sich, daB vier Garansétze durch- 
gefiihrt werden kénnen, sogar der fiinfte arbeitete noch schneller wie de1 
dritte bei Anwendung der Angiarung. 


Mikroskopische Untersuchungen obiger Sulfithefen lieBen Sprossen- 
bildung beobachten. Dieses Sprossen 148t einen Ammonsalzverbrauch 
vermuten, besser gesagt NH,-Verbraych. Dadurch entsteht aber durch 
NH, nicht neutralisierte Schwefelsiure, die eine Anreicherung der H SO;- 
Ionen und somit Schadigung der Hefe verursacht. Deshalb war es interessant, 
eine weitere Versuchsreihe aufzustellen, in der die sich bildende H,SO 
durch CaCO, zu binden wire. 


i 


Die dritte Garungsversuchsreihe enthielt dieselbe Zusammensetzuny 
wie ihre beiden Vorgangerinnen, bei derselben Sulfitkonzentration, abe: 
dariiber hinaus noch 0,5°% CaCO, auf Zucker bezogen. 


Ihre Ergebnisse enthalt Tabelle IT. 


Tabelle II. 





nmal angesetzte Hefe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Garungsdauer . . . . | 47h | 37h 28h | 23h 24h | 29h | 30h 40h | 72h 


Diese Ergebnisse widersprechen allen Vermutungen; in Gegenwart 
von CaCO, kann die Garung neunmal wiederholt werden. Auch dieser 
Umstand ware nicht so sonderbar, wenn nicht die Tatsache der imme: 
rascher verlaufenden Vergairung, und zwar, sobald die erste Vergérung 
normal 48 Stunden zu ihrer Beendigung beansprucht, so dauert die dritte 
nur die Hialfte dieser Zeit; diese doppelte Vergirungsgeschwindigkeit 
verbleibt konstant bis zur siebenten Vergaérung. Erst die achte bedurfte 
wiederum derselben Zeit wie die erste, und die neunte hatte schon einen 
viel langsameren Verlauf. Die mittleren Vergirungen kénnte man mithin 
sogar explosiv nennen, denn fast sogleich nach Hefezugabe trat eine lebhafte 
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('O,-Entwicklung ein, die an Intensivitat stets zunahm. Dies war dermaBen 
inerwartet, daB iiberhaupt Zweifel, ob es sich hier um eine Vergarung 
von Zucker zu Glycerin handelt, ganz berechtigt schienen. Denn es ist 
doch aus der einschlagigen Literatur geniigend bekannt, daB die Sulfit- 
garung sich durch eine besondere, schleppende Langsamkeit auszeichnet. 
Deshalb schritten wir sogleich zu quantitativen Versuchen mit dieser 
halbkontinuierlichen Garung. Diesbeziigiiche Ergebnisse zeigt Tabelle III. 


Tabelle 111. 








nter Hefeansatz || 1 ee ee 5 Beak oe. 
Garungsdauer || 48h 36h 26h 23h 25h 30b = 80h) = 4b | 73h 
Glyceringehalt || 17,79 | 17,55 18,44 18,05 18,58) 18,6 | 18,95 19,04/ 19,12 


Es wurden somit nicht nur obige Zweifel an einer Glyceringérung 
beseitigt, sondern noch dariiber hinaus ein kleiner Anstieg, etwa 1°, in 
den letzten Vergaérungen festgestellt. Wir neigen jedoch zu der Annahme, 
daB dieser Zuwachs nicht eine viel bessere Ausnutzung von Sulfit bedeutet, 
als eigentlich eine Zunahme des sich bildenden Mehr-Glycerins, d.h. des 
entstandenen Glycerins, nicht aus der Sulfitgaérung, sondern aus der ge- 
wohnlich verlaufenden sauren Géarung; in obiger Versuchsreihe zeigte 
namlich infolge der niedrigen Sulfitkonzentration sogleich der erste Gar- 
ansatz fast eine 100°%,ige Ausnutzung des anwesenden Natriumsalzes. 

Diese Garungsversuche wurden auch einer halb fabrikmaéBigen Unter- 
suchung unterzogen, naimlich in der Melasseversuchsstation in Gniezno- 
Wielkopolska. Die Giéiranséitze wurden auf Melasse angestelit und lieferten 
Ergebnisse, die in vollkommener Ubereinstimmung mit unserer vorliegenden 
Arbeit stehen. Die Garung verlief eigentlich noch leichter, da ja Melasse 
auch sehr leicht vergart. Der erste Ansatz beanspruchte 24 Stunden, die 
mittleren sogar nur 12 Stunden. Es sei uns hier erlaubt, Herrn Dir. Dipl.- 
Ing. 7. Sliwinski, dem Leiter obiger Station, unseren herzlichsten Dank 
fiir seine gefalligste Hilfe und Interessenahme an unseren Versuchen aus- 
zusprechen. 

Im weiteren Verlauf meiner Versuche gelangte ich zur Uberzeugung, 
daB der CaCO,-Gehalt der Maische nicht nur durch Neutralisierung der 
entstehenden H,SO,, sondern auch durch seine Fahigkeit, CO, zu binden, 
giinstig einwirkt. Wie ich noch naéher beweisen werde, tritt eine schadigende 
Einwirkung von CQO, besonders im ersten Stadium der Garung ein. 

CaCO, bindet jedoch CO, —~ Ca(HCO,), und beseitigt somit seinen 
EinfluB. Die Anwendung von CaCO, ergibt somit optimale Bedin- 
gungen fiir Hefe, die sich deshalb nach ihrer ersten Vergarung nicht einmal 
verschlechtern, sondern im Gegenteil sich den verainderten Verhaltnissen 
und Lebensbedingungen anpassen. Was ihre Lebenskraft anbetrifft, beweist 
am besten folgende Tatsache: die Hefe vermehrt sich sehr stark in solchen 
Garansitzen; nach Vergiéirung erster, mit Melasse angestellter Maischen 
wurde mitunter sogar ein 100% iger Gewichtszuwachs der vorher an- 
gewandten Hefemenge festgestellt. Es ist das erstemal, da in der Sulfit- 
garung eine so starke Hefevermehrung notiert werden konnte. 

Wir miissen jedoch bemerken, daB hierbei auch die Auswahl der be- 
sonderen Hefenadhrsalze eine gewichtige Rolle spielt. Eine Verminderung 
der Phosphorsalze, wie auch der Mg-Salze verringert erheblich die Anzahl! der 
ausfiihrbaren Vergaérungen. Als optimale Nahrsalzzusammensetzung ware 
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unseres Erachtens nach folgende: 1% K,HPO,, 1% MgS0O,, 0,5 
(NH,),80,, 0,5°% CaCO, auf Zucker bezogen. GréBere Mengen vor 


CaCO, sind sogar schadlich, denn sie verursachen ein rasches Absetze), 
der Hefe aus der Maische. Obige Nahrsalzmischung fand auch Verwenduny 


bei allen folgenden Versuchen. 

Dies Mittel, CaCO,, das ein Assimilieren der Hefe bei der Sulfitgarung 
bewirkt, veranlaBte mich zu versuchen, ob es auch eine Erhéhung de: 
Glycerinausbeute durch héhere Sulfitkonzentration erméglicht. Die Hef 


mute natiirlich vorher bei schwacher Sulfitkonzentration ,,erzogen* 


werden, um langsam nachher ihr gréBere Mengen Sulfit zusetzen zu kénnen. 


Zum _ iI. Garansatz verwandte ich 18° Sulfit 


os Il. ” ” ” 27 % ” 
90 II. 99 ” ” 36% ” 
und zuletzt ca > a = ‘i |, 


Ergebnisse obiger Versuchsreihe zeigt Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





Sulftkonseatretion Garungsdauer Glycerin auf Zucker bezogen 
Std. °%o 
. 
18 45 18,00 
27 35 22,79 
36 35 27,33 
45 55 , 30,02 


Ein gleichzeitig mit voller Sulfitmenge = 45°% angestellter Ansatz 
ergab 30,69°%, Glycerin. Daraus ist zu ersehen, daB eine Anpassungs- 
maBnahme der Hefe an die Sulfitgarung keine gréBere Ausbeute an Glycerin 
bewirkt. Aber auch hier trat die Wirkung des CaCO, zutage, ihm sind 
namlich die steigenden Vergairungsgeschwindigkeiten der Ansaétze IIT und 
III zuzuschreiben wenn auch nicht in dem MaBe, wie es bei der Garung 
mit 18°, Sulfit der Fall war. 


Einwirkungen der Ammonsalze auf die Sulfitgirung. 


Bei eben ausgefiihrter ,,halbkontinuierlicher‘‘ Garung, wo die Sulfit- 
ration standig vergréBert wurde, neben gewohnter Nahrsalzmenge, wurde 
noch eine weitere Versuchsreihe angestellt, wo die Ammonsalzmenge von 
0,5 auf 2% erhéht wurde. Bei dieser Zusammensetzung der Maische gelang 
es nur zweimal, die Garung vollstaéndig mit derselben Hefe durchzufiihren ; 
schon der zweite Ansatz vergor sehr langsam, wobei eine betrachtliche 
Schwachung der Hefe ersichtlich war. Die erste Garungsdauer wahrte etwas 
langer, als bei gew6hnlicher 0,5 “,iger (N H,),S O,-Menge (Tab. IV), namlich 
statt 45 Stunden 48 Stunden. Im Endprodukt erhielt ich 18,9°% Glycerin 
statt 18,0°,. Mit abgeschleuderter Hefe wurde noch ein zweiter Ansatz, 
wiederum mit 2%iger (NH,),SO, bei 27° Sulfitkonzentration angestellt. 
Hierbei traten schon sehr betrachtliche Unterschiede zutage. Wahrend bei 
0,5% (NH,),SO, enthaltendem Ansatz der zweite Garungsgang schneller 
als der erste verlief, dauerte die Garung des 2° igen (N H,),-Ansatzes 
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120 Stunden und lieferte 25,97 % Glycerin statt 22,79 °,. Eine eingeschaltete 
mikroskopische Untersuchung der Hefe ergab eine groBe Anzahl von ab- 
gestorbenen Zellen, daraus 14Bt sich folgern, daB eine erhéhte Ammonsalz- 
gabe schadlich einwirkt. Aus vorhergehenden Versuchen wuBte ich, daB 
bei diesen halbkontinuierlichen Prozessen eine ziemlich betrachtliche Ver- 
mehrung der Hefe stattfindet, darum wollte ich der Hefe noch bessere 
Lebensbedingungen geben und habe die Ammonsalzgabe noch vergréBert. 
Leider fiel das Resultat meiner Erwagungen negativ aus. Trotzdem wurde 
dabei ein Anwachsen des Glyceringehalts festgestellt. Dies verleitete mich 
anfangs zur Annahme, daB vielleicht ein starker Zuwachs an Hefe hier die 
Ursache dieser erhéhten Glycerinausbeute sein kénnte ; die Hefe kénnte auch 
dabei zu ihrem Aufbau einen starken Verbrauch an Aldehyd oder ihm 
ihnlich oxydierten Bestandteil der Maische aufweisen, und somit den 
Glyceringehalt erhéhen. Zwecks Erklarung dieser Annahmen war es zweck- 
maBig, den Zuwachs der Hefe zu erfassen. Nach beendigter Garung zentri- 
fugierte ich die Hefe, wusch sie mit Wasser, und wog; unter Beriicksichtigung 
des Wassergehalts wurde ein 50 %iger Zuwachs festgestellt. Da gewéhnlich 
zu einem Ansatz von 100g Zucker 10g PreBhefe verwendet wurden, s6 betrug 
der Zuwachs 5g, bzw. bei 30% Trockensubstanz 1,5g trockener Hefe; 
dieser geringfiigige Zuwachs konnte nur schwierig den groBen Glycerin- 
zuwachs (~ 3%) erkléiren. Es lieB sich aber spiater feststellen, dai 
die Ammonsalze die Glycerinausbeute noch betrachtlicher beeinflussen 
kénnen, welcher Umstand auch nicht auf einen schwachen Zuwachs der Hefe 
zuruickzufiihren erlaubt ware. Die Grundursache dieser raitselhaften Er- 
scheinung muB anderswo zu suchen sein. Es war vor allem ersichtlich, daB 
eine Ammonsalzgabe von vornherein auf die Hefe schadlich einwirkt. 
Diese Erscheinung fuBt hauptsachlich aui einem Abfall der pg (infolge der 
groBen Affinitaét der NH,’-Ionen zu OH’-lonen). Damit zusammenhangend 
wichst die HSO;-Ionenkonzentration, die besonders der Hefe unliebsam 
ist. Es wurde z. B. festgestellt, daB bei 0,5 “Giger (N H,),8 O,-Gabe in 18 °,iger 
Sulfitmaische das pq = 8,3 betraigt, bei Anwendung von 2 %iger (N H,),.SO, 
fallt es auf 7,7, am Ende der Vergarung sogar auf 7,4. (Die py-Bestimmungen 
wurden nach vorherigem Ausscheiden der Hefe mit einem Kolorimeter- 
apparat nach Michaelis ausgefiihrt.) 


Um nun diesen EinfluB der (NH,)-Salze auf das pq auszumerzen, 
stellte ich einen Garansatz an unter Zuhilfenahme von Ammonregulatoren, 
wie NH,Cl und NH,OH; als pq wurden gewahlit pq = 8,8, 9,0, 9,2 
und 9,4. : 


Die Zusammensetzung der Géaransitze war folgende: 25 g Zucker 
+ 18°, Sulfit + gewohnter Nahrsalzgehalt + 25cem nNH,C! 
2,33 cem 5°,iger NH,OH-Lésung 
NH,OH- ,, 
NH,OH. e,, 
NH,OH: ,, 


og aS ere 
ne ra Ss a a a ee, a 
“ — ee "| ee ce 
‘6 ee ean 4 -s =~ eee’ Ce 


Jeder Satz aufgefiillt zu 250 ccm. 


Diesbeziigliche py-Werte wurden mittels eines Bjerrum-Arrhenius- 
kolorimeters gepriift, sie zeigten geringe Differenzen zu den theoretisch 
berechneten Werten. Und so hatte z. B. Ansatz I py = 8,75 statt berechneter 
Pu = 8,8. Unter obigen Umstanden konnte ein schadigender Einflub eines 
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niedrigen py-Wertes nicht unterlaufen. Trotzdem trat die Garung nicht ein. 
Nach 24 Stunden ergab sich im ersten Géaransatz, wie darauffolgen«do 
Untersuchung bewies, direkt ein Gehalt von 40° Invertzucker, nach 
ausgefiihrter Salzinversion aber ein Gehalt von 80° Invertzucker. Da nun 
bei normaler Sulfitgérung (18°%, Sulfit) schon nach 6 Stunden Garungsdauc: 
der Gehalt des direkt bestimmbaren Invertzuckers demjenigen nach 
Inversion hervortretendem gleichkommt, d. h. die Saccharose-Inversion 
ist praktisch beendet, so fehlte hier nach 24 Stunden noch viel zum Ende 
dieser Reaktion. Erst nach 48 Stunden betrug der Gehalt an direkt be 
stimmbarem Invertzucker 76%. Daraus ist zu ersehen, daB hier der Garungs- 
vorgang fast gar nicht fortschreiten kann. Die Hefe in diesem Garungs- 
kolben bildete eine kompakte Masse, die nach kraftigem Umschiitteln sich 
nicht zerstaubte, sondern in einer Art von Stréngen zerfiel. Es ist jedoch 
charakteristisch, daB hier unter so ungiinstigen Lebensbedingungen einige 
Hefezellen Sprossen trieben. Im ganzen aber waren sie sehr geschwiiclit 
und mitunter sogar véllig abgestorben. Daraus ist nun die Folgerung zu 
ziehen, daB héhere NHj-Konzentration fiir Hefezellen in hohem Mabe 
schadlich ist, sie verhindert direkt die Garung durch Abschwachen der Hefe. 

Es 14Bt sich also hier ein vollstaéndiger Vergleich in der bekannten 
Einwirkung von SO, und HSOj-Ionen aufstellen. Ich komme nun zu 
dem Ergebnis, daB bei Ammonsalzen zwei Faktoren die Hefe schwachen: 
1. die erhéhte HSO}-Ionenkonzentrationen, 2. Anwesenheit der N H,- 
Molekiile. 


Ersterer Faktor verursacht die erhéhte Glycerinausbeute, man kann 
aber von vornherein nicht noch eine andere unbekannte Einwirkung der 
NH,-Ionen in Abrede stellen, obschon sie wenig wahrscheinlich erscheint. 

Die obige Annahme wird auch noch durch folgende Tatsachen bestatigt. 
Die Ammonsalze hemmen nur dann die Garung, sobald noch freies, un- 
gebundenes Sulfitsalz vorhanden ist. Folgende zwei Versuchsreihen 
deuteten darauf hin: 


Ansatz I: gewéhnliche Nahrsalzgabe + 4% (NH,),SO, + 18° 
Sulfit. 
» II: gewéhnliche Nahrsalzgabe + 18% Sulfit. 


Nach 6 Stunden Garung eine Gabe von 4° (N H,).5SO,, nach 22 Stunden 
nochmals 6% (N H,),SO,. 


Ansatz I: Garungsdauer 72 Stunden; Ergebnis 20,02°% Glycerin. 


* Il: Gaérungsdauer nur 45 Stunden; Ergebnis nur 18,55° 
Glycerin. 


Eine zu spate Verabreichung von Ammonsalzen iibt keinen Einflul 
auf die Garung aus, sie bewirkt nur eine sehr wenig héhere Ausbeute an 
Glycerin. Dies 14Bt sich nun nicht durch ein eventuelles Anpassen der Hefe 
an das Gaérungsmedium erklairen, vielmehr tritt hier das gleichzeitige Ein- 
wirken der erhéhten Sulfitkonzentration nebst Ammonsalzen in Er- 
scheinung. Diese Annahme wurde wie folgt bewiesen: 


Ein Géaransatz mit 18% Sulfit enthielt anfangs iiberhaupt kein 
Ammonsalz; erst nach 6 Stunden bekam er weitere 18%, Sulfit + 4°, 
(NH,),80O,, oder er enthielt nur 18% frischen Sulfits + unverbrauchten 
Rest der ersten Sulfitmenge + 4% (NH,),S0O,. 
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Diese Arbeitsweise fiihrte nun zu folgenden Ergebnissen: Die Ver- 
garung dauerte statt gewohnter 45 bis 50 Stunden (bei 36°, Sulfit), etwa 
120 Stunden mit 30,77°% Glycerinausbeute. 


Wie ich schon oben ausfiihrte, behindern die Ammonsalze in zweierlei 
Richtungen die normale Vergaérung: 1. sie erhéhen die H SO; - lonenkonzen- 
tration und 2. sie bilden die Hefe schwaichenden N H,-Molekiile. Es war 
nun sehr interessant, festzustellen, welche Art der Molekiile destruktiver 
wirkt. Es geniigte hierzu die Berechnung der jeweiligen Konzentrationen, 
und darauffolgend einige Versuche. Zuerst wurde die HSO-Ionen- 
konzentration ohne jegliche Ammonsalzzugabe berechnet; dazu fand 
folgende Gleichung Anwendung: 


[H’).(SO;]_ 
(Hs0;] ~ x. (1) 


Infolge Hydrolyse, kompletter NaOQH-Dissoziation, sowie Fortfall der 
HS0O}-Dissoziation kommt [HSO; } [OH’], also 


r 


(H’]. [SOY 


K,, fH}. [SOx] 
=e onl = —_ also "ie —— K 
(0 H’] ee es K,, y 
oder 
; H'}2 K,. a 9 
(Ht [soy] ° (2) 


Aus Forme] (2) wird nun die [H’] berechnet, und diese in Formel (1) 
eingesetzt, ergibt den [HSO),]-Wert. Der K,-Wert betragt nach Landolt- 
Bornstein! 5 . 10—* (bei 25° C; infolge geringem Temperatureinflu8 auf die 
Dissoziationskonstanten verwende ich sie auch bei 35°C); der Ky-Wert 
betragt nach Michaelis? bei 35°C 2,71.10—-". In obigen Berechnungen 
wurde die unvollstaéndige Dissoziation des Na,SO, unberiicksichtigt ge- 
lassen, aber diese Annahme kann nur geringfiigige Differenzen verursachen. 

Die mittels (1) und (2) berechneten [H']- und [HSO) ]-Werte fiir die 
verschiedene Sulfitkonzentration zeigt Tabelle V. 


Tabelle V. 





Sulfitkonzentration, Sulffitkonzentration 


auf Zucker bezogen Pu | [HS 05] 
9/9 Mol pro Liter 
20 9.03 3,3. 10-5 1,58. 1073 
40 9,19 4,1 3,16 
60 9,27 5,1 4,74 
8) 9,33 5,9 6,32 
150 9,47 8 11,85 


Aus Tabelle V ist zu ersehen, da®B bei Sulfitabanderung von 20 bis 
150°, auf Zucker bezogen, der [HSO; ]-Wert nur knapp dreimal gréBer 
wird und der 10—5-Reihe angehort. 


1 Landolt-Bérnstein, Physik.-chem. Tabellen 1912. 
2 Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration 1922. 
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Sobald wir nun zur Sulfitlésung noch Ammonsulfat hinzusetzen, 
finden hier nachfolgende Formeln wiederum Verwendung: 
(3-5) ~~ Rs und (NH) (OH) = KK... (3) 
(HS 05) [NH] N 
Man kann ebenfalls mit ziemlicher Genauigkeit annehmen, daB die sich, 
bildende Menge der NH,-Molekiile, infolge Zusatz von Ammoniumsulfat 
zum Natriumsulfit, gleich der nun in gréBerer Masse gebildeten HSO.. 
Ionenkonzentration ist; deshalb 
(NH,] [OH] _ _ (3 
[HS O35} N° 
Nach Dividieren der Formeln (1) durch (3’) und Substitution von [OH 
durch K,y-/{|H'] erhalten wir 
Ks [NHj] 


eG ee ae 
[HD = Ko: kK, (80%) 


(4) 
Bei bekannten Ammonsalz- und Sultitkonzentrationen laBt sich aus 
Gleichung (4) der [H']-Wert berechnen, dann aus den Gleichungen (1) und (3) 
die [HSO} ]- und [NH,]-Werte. 
Folgende Berechnungen in Tabelle VI gelten fiir (NH,),SO, = 1° 
auf Zucker bezogen (Zuckerkonzentration = 10%, d. h. 100g in | Liter); 
Ky- (bei 35°C) = 1,93. 10-5. 


Tabelle VI. 
[N Hj] = 1,51. 10-?. 





Sulfitkonzentration, 


aul Zucker besoges Sulfitkonzentration Pu [HS 05] [N H,] 
§ %p Mol pro Liter ‘ 
20 1,58. 107} 7,57 8,4.10-¢ 7,99 . 10-4 
60 4,74 7,82 14,2 14,0 
150 11,85 8,03 22,37 22,4 


Ein (NHj),8O,-Zusatz bewirkt nun also einen starken Abfall der py, 
was auch versuchstechnisch in angenommenen Fehlergrenzen hervortrat 
(s.o.); dadurch vergréBert sich auch die [HSO}} im Verhaltnis zu ihrem 
vorigen Stand um etwa 30mal. Wir beobachten ebenfalls, daB ein 1 %iger 
(NH,),.50O,-Zusatz (auf Zucker bezogen), N H,-Molekiile bildet, und dieses 
in Mengen von etwa 10—% (pro Liter). 

Es wurde noch eine Berechnung durchgefiihrt; die Erhéhung de: 
[HSOj4] nach Sattigung der Sulfitlésung mit CO,. Ich verwendete folgende 
Gleichungen : 


[H’]. [S 0%] [H’] . [HC03) 


- Sas d = = K 5 
rH80;) K, (1) un [c0,) K, (5) 
(die erste Dissoziationskonstante der Kohlenséure = 3,3 . 10-7 nach Landolt). 
Man kann [HSO}] = [HCO}] setzen, deshalb 
{11].[H SOs) _ - : 
[coy = *e r 
nach Dividieren von (1) durch (5’) erhalten wir 
K 
[HS0O;}? = [803]. [CO,]- 5° (6) 
& 
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[CO,] = 2,66.10-? [berechnet aus seiner Léslichkeit im Wasser 
bei 35°C; in Lésungen von Sulfitsalzen und Zucker ist die Léslichkeit 
von CO, unbekannt, man kann aber, gestiitzt auf Angaben iiber seine Léslich- 
keit in anderen Salzlésungen (Landolt, |. c.), annehmen, da sie nicht weit 
von seiner Léslichkeit in reinem Wasser abweichen wird, z. B. in n/10 
Na, SO,-Lésung kann die Differenz héchstens 10°, ausmachen]}. Mit Hilfe 
der Gleichung (6) wurden die [H SO, ]-Werte berechnet und in Tabelle VII 
zusammengestellt. 


Tabelle VII. 





Sulfitkonzentration, auf Zucker bezogen 


20 %o 60 9/5 150 Jo 


SS 1,66. 10-2 2.88 . 10-2 4,55. 10-2 


Die Sattigung der Sulfitlésung mit CO, verursacht eine starke Erhéhung 
der [HSO}]; seine Konzentration gehért schon der Reihe 10-* an. 

Es wurden nun folgende Versuchsreihen angestellt: Zwei Géaransitze 
erhielten keine (NH,),SO,- sowie CaCO,-Zutaten, um unkontrollierbare 
Faktoren zu vermeiden. Der erste Garansatz wurde mit CO,-Strom 
waihrend 1 Stunde bei 35° C unter andauerndem Riihren gesattigt ; der zweite 
wurde vergleichsweise ohne CO,-Sattigung angesetzt. Sulfitkonzentration 
in beiden = etwa 21% auf Zucker bezogen. Den ganzen Garungsvorgang 
werde ich weiter unten naher erértern ; hier méchte ich nur darauf hinweisen, 
daB der erste Ansatz etwa zweimal langsamer arbeitete wie der zweite An- 
satz. Auch ein anderer Géransatz, mit CO, gesittigt, erwies im Verhaltnis 
zur nichtgesattigten Probe einen noch mehr verlangsamten Garungsverlauf. 
Die Unterschiede sind jedoch auf verschiedene Qualitat der Hefe zuriick- 
zufiihren. Es muB jedoch festgelegt werden, daB schon eine [HSO},] von 
etwa 10—? (Tabelle VII) die Gérung zwar noch erméglicht, diese aber schon 
viel langsamer verléuft; auch bei [HSO{] = 10-* tritt ein Géarungs- 
geschwindigkeitsverlust ein, wenn er auch als minder bedeutend erscheint. 
Es 14Bt sich also feststellen, daB erst eine [H SO! ] = etwa 10—? einen be- 
trichtlichen schadigenden EinfluB8 auf Hefezellen ausiibt. 

Somit findet auch das Ratsel der schadigenden Angarung bei geringer 
(N H,),8 O,-Gabe und verhaltnismaBig kleinem Sulfitgehalt seine Aufklarung. 
Sobald wir némlich nach einer Angaérung, am Anfang des CO,-Entweichens, 
den Sulfitzusatz vornehmen, so werden die naiheren inneren Zusténde des 
Garansatzes nicht sehr weit von den Bedingungen der Tabelle VII ab- 
weichen, also tritt auch vor allem eine groBe [H SO) ]-[onenkonzentration 
in Erscheinung. Denn schon vor der Sulfitzugabe wurde der Géransatz 
gewohnlich mit CO, gesattigt. In ahnlicher Weise wirkt auch das Mittel 
CaCO,, denn CO, ist besonders am Anfang der Gérung schadlich dann, 
wenn die Lésung noch arm an [HCOj]-Ionen ist; mit Anreicherung der 
letzteren kann auch das CO, weniger Schaden verursachen. 

Obiges 14Bt sich theoretisch mittels Gleichung (1) und (5) bestatigen ; 
nach Dividieren von (1) durch (5) erhalten wir 


[SO] . [CO] =P 


fHSO;].[HCO;]~ K.’ 


c 


daraus [HSO{].{HCO,] = [SO3)(CO,].K,/K,; da aber nun schon 
die Garung viel [HCO{ }-Ionen geliefert hat (CO, auf NaOH einwirkend), 
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wird die [HSO)] der mit CO, gesattigten Fliissigkeit nicht gleich ci 
{HCO} ] gesetzt werden kénnen; bezeichnen wir die jetzige [H CO} } mit ,,u 
Nach darauf folgender weiterer Sattigung werden neue HCO}-Ionen go- 
bildet, und erst diesen kann [HS0O;] gleichgesetzt werden. ,,a‘‘ mége de: 
Zuwachs an [HCO] und [HSOj ]-Ionen sein, dann erhalt obige Gleichuny 
folgende Form: 


K 
a (a+ x) = [SO%4][CO,]- 5° (7) 
a 


Ungefahr im Zeitpunkt, in dem der Giaransatz 4°, Alkohol, auf Zucke: 
bezogen, enthalten wird, wird auch die [HCO}] = ,,a“ = 9. 10-*, was 
unten noch nachgewiesen werden soll. Dieser Wert in Gleichung (7) ein 
gesetzt (bei 20% Sulfit) ergibt 2 = 2,9. 10—-%, d.h. die [HSO}] erhoht 
sich bedeutend weniger als am Anfang der Gérung. Wir wissen nun, dai 
CaCO, freie H,SO, an sich bindet, dabei Ca(HCO,), entsteht, das eine 
Erhéhung der [HCO{] behindert. Zu dem Neutralisierungsvorgang de1 
H,SO, (durch NH,-Verbrauch der Hefe entstanden) kommt also noch 
die Bindefahigkeit von CO, durch CaCO, hinzu, und deshalb gerade erweist 
sich der Gehalt an CaCO, als sehr giinstig. 

Was die NH,-Molekiile anbetrifft, zeigt der schon oben angefiihrte 
Garansatz [18° Sulfit, 2°, (NH,),S0O,], daB eine [N H,]}-Konzentration 
von etwa 10—%/Liter noch sehr geringen Einflu8 auf die Vergarung hat, 
besonders bei nicht zu hohem Sulfitgehalt. Dies wird jedoch anders mit 
wachsender Sulfitzugabe. Zwar wachsen die [HSO}] und [NH,] nicht 
besonders, aber hier tritt schon die Zeitdauer der Einwirkung obiger Maische- 
bestandteile auf die Hefe in Erscheinung. Bei 18° Sulfitzugabe betragt 
dieser Zeitwert etwa 9 Stunden (dann namlich ist der gréBte Teil des Sulfit- 
salzes schon gebunden), aber bei einer Sulfitzugabe von 54°, wird diese: 
Zeitwert natiirlich betrachtlich gréBer (mindestens 24 Stunden). Zu den 
Einfliissen von [HSO{] und [NH,] gesellt sich also nun noch ein dritter 
Faktor, die Wirkungszeit dieser beiden Vorgainge. Erst die Zusammen- 
fassung dieser drei Faktoren ergibt bei Anwendung derselben Hefe ein 
komplettes Bild der Zusténde, die die Sulfitgarung beherrschen. 

Man gewinnt den Eindruck, daB bei gleicher Konzentration von 
HSOj;-Ionen und NH,-Molekiilen diese letzteren die Hefe weit mehr ab- 
schwachen. Darauf hin deuten namlich folgende Garansiatze : 

Die Zusammensetzung der beiden ersten: 

1. 100 g Zucker + 54 g Sulfit (wasserfrei) + 1 gMgSO, + 1g K,HPO, 
+ 0,5g CaCO, + 1,2 g (NH,),SO, zu 1000ccem, davon 800ccm mit 
8g Hefe. 

2. Wie (1) aber nur 0,2% (NH,), SQ,. 


Der zweite Ansatz war nach 142 Stunden vergoren; der erste enthielt 


nach 191 Stunden noch 6% unvergorenen Zucker, und erst eine nochmalige 
Zugabe von Hefe (8g) fiihrte ihn, und dies nach 8 Stunden, zu Ende, 


d.h. seine Géarungsdauer betrug 199 Stunden [sichtbarer EinfluB der 
erhéhten (NH,),80,-Ration]. 
Der erste Ansatz lieferte 35,24% Glycerin und 14,6 °% Aldehyd. 
Der zweite Ansatz lieferte 33,54°% Glycerin und 13.75% Aldehyd. 


Dann wurden auch identische Ansétze wie oben, aber mit wechselnde: 
(NH,),SO,-Menge, angestellt. Jedesmal vor der Hefegabe wurde di 
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Fliissigkeit mit CO, gesattigt. Die Ergebnisse zeigt Tabelle VIII. Die An- 
sitze Nr. 4.und 5 arbeiteten sehr langsam; zu beiden wurde nach 48 Stunden 
frische Hefe zugeteilt; zu Nr. 5 wurde sogar nach 192 Stunden und bei 
6°, unvergorenem Zucker noch das drittemal frische Hefe zugesetzt. 


Tabelle VIII. 





Ne. _|lauf Zucke? beehgen Garungsdauer | Glyceringebalt iach, 48 Std; nica 
lo Std. oP % 
1 0,2 54), 30,80 6 
2 0,6 141 35,84 38 
3 1,2 141 37,84 44 
4 2.0 118 36,50 56 
5 4,0 199 36,46 76 


Ziehen wir nun einen Vergleich obiger Garansaétze zu solchen obne 
CO,-Sattigung, so wird es ersichtlich, daB das CO, bei héherem Sulfitgehalt 
einen gimstigen EinfluB ausiibt. Denn bei 0,2° (NH,),80O,-Gehalt mit 
CO,-Sattigung dauert die Garung nur 544% Stunden, wogegen derselbe An- 
satz, aber ohne CO,-Sattigung, als Garungsdauer 142 Stunden beansprucht. 
Bei 1,2% (NH,),.SO,-Gehalt mit Sattigung 141 Stunden, ohne Sattigung 
199 Stunden (mit nochmaligem frischen Hefezusatz). Dieses eigentiimliche 
Verhalten kann nur auf gréBeren EinfluB der NH,-Molekiile wie der 
HSO,-Ionen auf Hefezellen hinweisen. Denn die Sattigung der Ammon- 
salze enthaltenden Lésung mit CO, verursacht in erster ‘Linie eine Ver- 
inderung der freien NH,-Molekiile, wahrend gleichzeitig die [HSO}] 
wichst, aber nicht ebenso stark wie ohne (NH,),S0O,. Dieser Abfall der 
NH,-Molekiile ist somit die alleinige Ursache der beschleunigten Ver- 
girungsdauer (wenn auch zugleich eine Erhéhung der [HSOj] eintrat). 


Deshalb empfiehlt es sich, und dieses in vélliger Ubereinstimniung 
mit den Angaben von Neuberg, bei hohen Sulfit- und Ammonsalzgaben 
eine Angarung eintreten zu lassen [Neuberg wandte 1% (NH,),S0O,, auf 
Zucker bezogen, an}. 


Im allgemeinen jedoch wirken Ammonsalze immer schadlich auf die 
Hefe. Es war also ratsam, auch eine Garung ganzlich ohne Ammonsalz- 
zugabe durchzufiihren; dabei wurden zwecks maximaler Ausbeuten an 
Glycerin stufenweise die Sulfitmengen dosiert. Um aber auch zu einem 
Bild iiber den zeitlichen Verlauf der Gairung zu kommen, besonders iiber 
die Entstehung von Aldehyd und Glycerin, benétigt man einer guten, 
rasch ausfiihrbaren Methode zur Bestimmung entweder von Aldehyd 
oder Glycerin. 


Ich entschied mich fiir folgende Arbeitsweise: Es ist bekannt, daB die 
Additionsverbindung von Aldehyd mit Sulfit gegen Jod chemisch nicht 
reagiert. Wenn wir nun am Anfang der Garung den Jodverbrauch der 
Lésung bestimmen, so wird er im Verlauf der Garung allmahlich abnehmen ; 
diese Differenz aber wird der Menge von gebundenem Sulfit entsprechen. 
Es gibt hier zweierlei Méglichkeiten : 


1. Die Sulfitlésung wird gegen Methylorange neutralisiert und dann 
erst der Jodverbrauch des Hydrosulfits bestimmt, oder auch 
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2. die Sulfitlésung wird direkt mit Jod titriert, denn die Oxydati., 
selbst verursacht schon ein Ansféuern der Lésung: 
Na,SO, + 2J + H,O = Na,SO, + 2HJ 
2Na,SO, + 2HJ = 2NaHSO, + 2NaJ 


3Na,SO, + 2J + H,O = Na,SO, + 2NaHSO, + 2NaJ. 





Sobald ein Drittel der Sulfitmenge der Oxydation verfiel, sofort wird dic 
Reaktion der Lésung gegen Methylorange sauer. Beide Abarten obiger 
Methode liefern gleiche Ergebnisse; erst am Ende der Vergérung wird die 
Sulfitmenge so gering sein, daB sie nicht imstande ist, in Gegenwart von 
viel NaHCO, die Reaktion ins sauere Gebiet umschlagen zu lassen. Zwecks 
Einhaltung stets gleicher Umstinde war meine Arbeitsweise folgende: 
zur titrierenden Lésung gab ich Methylorange und soviel n/10 H,S0O,, 
um zu schwachlich rotem Umschlag zu gelangen. Es ist zwar noch méglich, 
daB auch der Invertzucker Jod zur Oxydation verbraucht. Die Wahr- 
scheinlichkeit ist aber gering, denn wir befinden uns ja hier in saurer Reak- 
tion, und dabei verlauft die Oxydation des Sulfits momentan, wogegen 
Zucker dazu mehr Zeit braucht. Dennoch schaltete ich ein paar Kontro|!- 
versuche dieser Methode ein, indem ich ihre Ergebnisse mittels der Aldehyd- 
destillationsmethode priifte. 

Es wurde nun folgender Géaransatz angestellt: 50g Zucker + 26 g 
Sulfit (krist.) + 0,5 g K,HPO, + 0,5 g MgSO, zu 500 cem, davon 400 ccm 
mit 4g Hefe begeben; Temp. = 35° C. 

5cem obiger Lésung vor der Hefezugabe (auf 500 ccm in 35°C auf- 
gefiillt) zeigten ¢«inen Jodverbrauch von 16,96 cem n/10 J. Daraus ergibt 
sich eine Sulfitkonzentration, auf Zucker bezogen, = 21,38%. 

Nach 330 Minuten, von Anfang der Gérung rechnend, wurden 5 cem 
entnommen, angeséuert und mit Jod titriert, der Jodverbrauch 12,35 ccm 
n/10 J, d. h. gebundener Sulfitmenge entsprechen restliche 4,61 cem n/10 J. 
Daraus wird der Aldehyd mit 2,03°% berechnet. 

Gleichzeitig entnahm ich dem Garansatz 100 ccm, gab sie in einen 
500 cem-MeBkolben, den ich vordem mit 300 cem H,O + 20cem 25° Viger 
BaCl,-Lésung beschickt hatte (alles abgekiithlt auf 2°C); so war ich 
einigermaBen sicher, daB8 die Gaérung momentan ihr Ende fand. Die 
weitere Arbeitsweise habe ich schon geschildert. 100ccm des Destillats 
(seine Gesamtmenge = 1200cem, 5g Zucker entsprechend) verdrangten 
aus der Hydroxylaminlésung 1,73 cem n/10 H,SO, = 0,007612 g Aldehyd; 
daher in 1200 ccm Destillat 0,09134 g Aldehyd, oder auf Zucker bezogen 


1,83%. Beide Aldehydergebnisse sind noch unterhalb der Grenzen der 


Jersuchsfehler tibereinstimmend. 

Obige Bestimmungen wiederholte ich nach 23 Stunden Gérungsdauer. 
5 ccm wiesen einen Jodverbrauch von 4,57 cem n/10 J, oder gebundenem 
Sulfit = 12,39cem J auf; daraus 5,45% Aldehyd. 

Im Destillat (5g Zucker) fand ich 0,2612g Aldehyd oder 5,22°, 
Aldehyd. 

Das dritte Paar der Vergleichsversuche wurde am Ende der Vergaérung 
ausgefiihrt (46 Stunden). 5ccm = 0,8cem n/10J entsprechen 16,16 ccm 
gebundenen Sulfits. Daraus 7,11% Aldehyd. 

Die Destillationsmethode ergab aus 5g Zucker 0,3470g Aldehyd 
oder 6,94°% Aldehyd auf Zucker bezogen. 
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Diese Ergebnisse lassen erkennen, daB die unmittelbare titrimetrische 
Bestimmung mit der Destillationsmethode in vélliger Ubereinstimmung 
steht; Ergebnisse nach der letzteren fielen etwas niedriger aus, aber die 
Differenzen befinden sich noch unterhalb der zulassigen Fehlergrenzen. 
Dies deutet darauf hin, daB weder Zucker noch Aldehyd wahrend des 
Titrierens einen Jodverbrauch aufweisen. Da diese unmittelbare Titrier- 
methode mittels Jodlésung sehr wenig Zeit in Anspruch nimmt, wandte 
ich sie zu allen nachfolgenden Bestimmungen an. 


Der nachste Giransatz mit erhéhtem Sulfitgehalt, aber ohne jegliche 
Ammonsalzgabe, wurde wie folgt angestellt: 

75 g Zucker + 55g Sulfit (krist.) + 0,75 g MgSO, + 0,75 g K,HPO, 

0,35 g CaCO, zu 500 ccm; daraus 250 ccm zu 4 g Hefe; der Zuckergehalt 
dieser Lésung betragt also 15%. Da aber spater noch Sulfitlésung hinein- 
gesetzt werden wird, so wird auch dementsprechend der Zuckergehalt 
abfallen. 1 ccm dieser Lésung verbrauchte 7,23 cem n/10 Jodlésung; dem- 
geméB ware der Sulfitgehalt 30,59°%, auf Zucker bezogen. 

Gleichzeitig wurde konzentrierte Sulfitlésung vorbereitet: 125 ¢ krist. 
Sulfit zu 250 cem (bei 35° C aufgefiillt); 10 cem dieser Lésung wurden zu 
100 cem verdiinnt, und davon wiesen 5ccem einen Jodverbrauch von 16,48 cecem 
n/10 J auf. Diese konzentrierte Sulfitlésung kam nun zwecks Kontroll- 
versuche in den Thermostat bei 35°C. Nach 24 Stunden verbrauchte 
eine daraus entnommene Probe, die, wie oben angegeben, verdiinnt wurde, 
16,52 cem n/10 Jodlésung; nach 48 Stunden 16,18 cem, nach 72 Stunden 
16,18 cem. In defn Garansatz werden noch geringere Verainderungen 
der Sulfitbildung stattfinden, da Alkahol wie Glycerin schiutzende Wirkung 
austiiben kénnen. Mit dieser Sulfitlésung wurde nun der Géaransatz 
wihrend seiner Vergérung belassen. Den Garungsverlauf dieses Versuchs 
schildert die Tabelle IX. 

Das Gesamtvolumen dieses Géaransatzes betrug am Anfang der 
Gaérung 250ccem; durch Probeentnahmen sowie Sulfitzugaben verinderte 
sich natiirlich dieses Gesamtvolumen, das nun jedesmal in Reihe VI der 
Tabelle [IX wiedergegeben ist. (Es wird hier ein kleiner Fehler unterlaufen, 
denn nach einer Sulfitzugabe wird das Gesamtvolumen nicht um diese 
Menge gréBer werden und gleich der Summe der beiden Komponenten sein, 
dieser Fehler wird aber maximal etwa 1°% betragen, also kann er in Fort- 
fall kommen.) Die vertikale Reihe VII gibt den Zuckergehalt pra Kubik- 
zentimeter an, ohne Riicksicht auf die schon vergorene Zuckermenge. 
In Reihe VIII wird der Jodverbrauch pro Kubikzentimeter Giarlésung an- 
gegeben, und dies sogleich nach der Sulfitverabfolgung. Dieser Wert 
wurde wie folgt errechnet: der gesamte Jodverbrauch der Garlésung vor 
der Sulfitgabe + Jodverbrauch der zuzugebenden Sulfitportion und die 
Summe geteilt durch eem-Anzahl. 


Dieser Versuch wurde ganzlich ohne jegliches Stickstoffnahrsalz durch- 
gefiihrt ; trotzdem dauerte die Garung nicht lange, wobei noch zu bemerken 
ist, daB die Sulfitkonzentration auBerordentlich hoch ausfiel (wire sie ein- 
malig am Anfang der Garung angewandt worden, so ware sie zu etwa 150% 
auf Zucker ausgefallen). Neubergs Garansitze mit 150% Sulfit und 
1% (NH,), arbeiteten 16 Tage, und dies bei dreimaliger Hefeerneuerung. 
Mein obiger Garansatz arbeitete ohne Ammonnihrsalz nur 6 Tage, d.h. 
etwa dreimal kiirzer, und dies mit zweimaligem Hefeaufwand, am An- 
fang und am Schlu8 der Vergérung. Nebst Abwesenheit der Ammon- 
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Tabelle IX. 








3 6g a> | @eie| ¢ 5 
Be € 3 ee £ ts 3 5. < 4 Bemerkung 
gs ds s° | 92 |§ | Gs | 38 
Oo Ss yy x N & 

0 1 7,23 249 | 0,150 7,23 

2/1 6,95 0,41 248 0,1338 

2 30 278 | 9,76 

9) 1 8,09 | 3,17 277 | 

9 40+ 15 cem 332 | 0.1116 10,72 

Wasser 

23 || 1 8,74 7,09 | 331 | 

23 || 1 330 66,31 °/,) Invertzucker 
23 30-+ 10 cem 370 

Wasser 

24 10 380 | 0,0969 11,07 

33 1 10,41 8,61 | 379 

33 i 1 | 378 55,30 9!» Invertzucker 
38 || 40 418 | 0,0876 12,58 

47 || 1 11,67 | 10,86 | 417 | 

47) 1 416 | 43,36 9/ Invertzucker 
48 30 446 | 0,0817 | 13,11 

57 | 1 | 12,61 | 12,29 | 445 | 

57 1 1 444 36,69 9/) Invertzucker 
72) 1 | 12,11 | 18,64 | 443 

72 4 | 442 | 26,91 9/9 Invertzucker 
73 30 472 

73 || 482 | 0,0750 13,18 | 20¢ PreBhefe zu 

50 ccm aufgefiillt 
und davon 10 ccm 

9% 1) 12,31 | 16,02 | 481 

95 i 479 12,01 °/, Invertzucker 
120 | 1 | 11,92 | 17,19 | 478 
120 4 | | 474 6,0°/, Invertzucker 
143 | 1 | 11,87 | 17,33 | 473 
143. 4 469 0,0 °/, Invertzucker 





salze kann hier noch die nur langsam steigende Sulfitkonzentration giinstigere 
Ergebnisse verursachen. Und so entstand in diesem kurzen Géransatz 
Aldehyd in 17,33%, also in Grenzen der Versuchsfehler gleich der schon 
oben einmal angegebenen maximalen Menge (17,16 %). 

Ich muB hier aber hinzufiigen, daB gainzlicher Mangel an Ammonsalzen 
allein fiir sich nicht so auBerordentlich gimstig wirkt; es 14Bt sich nur sagen, 
daB er nicht so schadet, wie die hohe Ammonsalzkonzentration [z. B. 1° 
(NH,),SO, bei groBer Sulfitgabe] es tut. 

Diese Feststellung folgerte ich aus nachfolgenden Versuchen. Es 
wurden zwei Géaransitze angesetzt, von denen 

1. 056% (NH,),SO, enthielt, 

2 — — enthielt. 


Beide erhielten die vollen normalen Nahrstoffportionen. Nun vergor der 


T. nach 52 Stunden mit 28,74% Glycerin (36% Sulfit), 
Big AZ = a 3I86% am (36% Sulfit). 
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Das Optimum wiirde nun also in der Mitte liegen; je héher die Sulfit- 
rationen, desto weniger Ammonsulfat anwenden, aber immer sollte eine 
gewisse Menge dieses Salzes der Hefe zur Verfiigung stehen. 

Ergebnisse aus Tabelle VIII lieBen darauf schlieBen, daB durch er- 
héhte Sulfit-rationen die Glycerinausbeute noch erhéht werden kénnte. Es 
zeigte sich aber, daB sogar ein kleiner Anstieg der Sulfitkonzentration 
nicht nur keine gréBere Ausbeute an Glycerin liefert, sondern im Gegenteil 
eine Verminderung bewirkt. 

Denn bei 67,5°% Sulfit und 0,8°% (NH,),SO, — die Lésung vor Hefe- 
zugabe mit CO, gesattigt —- dauerte die Garung 140 Stunden und ergab 
35,97 °% Glycerin. (Die Gaérung war dermaBen schleppend, daB nah 
117 Stunden frische Hefe hinzugesetzt werden muBte.) Ein Vergleich 
dieser Ergebnisse mit denjenigen aus Tabelle VIII zeigt, daB hier ebensoviel 
Glycerin entstand wie bei 54% Sulfit und 0,6°% (NH,),SO,. Es resultiert 
daraus keine Erhéhung, ja sogar eine Verminderung (trotz erhéhter Ammon- 
salzgabe von 0,6 auf 0,8°%). Nebenbei noch eine bedeutende Abschwachung 
der Hefe. P 

Des weiteren wurden noch Garansitze angestellt, durch die auBer 
in der ersten halben Stunde ein standiger CO,-Strom hindurchfloB. Die 
Vergaérungen waren etwas kiirzer in Zeit, aber ergaben geringere Ausbeuten 
an Glycerin. 


Analyse der Sulfitgirung im Anfangsstadium. 


Wie ich schon an) Anfang der vorliegenden Arbeit bemerkte, neigte 
ich zur Vermutung, d&8 im ersten Garungsstadium, das yharakteristisch 
ein ganzliches Fehlen einer Gasentwicklung aufweist, hauptsichlich Aldehyd 
im Entstehen begriffen ist. Damit ware die Tatsache erklairbar, daB eine 
Ammonsulfatzugabe, im Zeitpunkt einer schon regen CO,-Entwicklung 
verabfolgt, tiberhaupt keinen Einflu8 auf den Géarungsverlauf ausiibt. 
Gleichzeitige Bestimmungen von Zucker und Aldehyd einer in diesem 
Zeitpunkt entnommenen Probe bewiesen aber, da} im Verhaltnis zur ver- 
gorenen Zuckermenge viel zu wenig Aldehyd vorhanden war. Deshalb be- 
schloB ich, ausfiihrliche Bestimmungen von Aldehyd, Alkohol, Zucker 
sowie freiem, chemisch ungebundenem CO, gerade in diesem friihen 
Garungsstadium durchzufiihren. 


Bestimmung von Aldehyd. 


Aldehyd wurde durch direkte Titration des ungebundenen Sulfits mit 
Jodlésung bestimmt. Dank vélliger Ubereinstimmung der Ergebnisse nach 
der Destillationsmethode wie auch der Titrationsmethode konnten Be- 
stimmungen nach der letzteren sehr schnell und genau ausgefiihrt werden. 


Bestimmung von Alkohol. 


Um Alkoholbestimmungen in beliebig entnommenen Proben ausfiihren zu 
kénnen, tat ich eine entsprechende Menge dieser Garprobe inn H,S O,, dessen 
Menge so bemessen war, daB sie zur Umwandlung des neutralen Sulfits 
in Natriumbisulfit reichte, dariiber hinaus noch ein Uberschu8B von 3 bis 
5eem n H,SO, itibrigblieb. So wurde die Garung durch die entstehende 
H,SO, momentan unterbrochen. Nach halbstiindiger Sauerung, wobei die 
Hefe véllig umkam, neutralisierte ich die Lésung mit Lauge und destillierte 
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den Alkohol ab. Nach einmaliger Destillation war das Destillat saucy, 
deshalb neutralisierte ich es mit Lauge und nahm die zweite Destillation 
vor. Das zweite Destillat war wiederum schwach alkalisch, es geniigten 
schon | bis 2 Tropfen n/10 H,SO,, um es anzuséuern; daraus wurde zu, 
drittenmal der Alkohol abdestilliert. Gewéhnlich entnahm ich dem Garungs 
satz 150ccm + 30 cem n H,SQ,, I. Destillat 100 cem, II. Destillat 80 cer 
und ITT. Destillat 50 cem. Neuberg gibt an, daB er bei Alkoholbestimmungen 
die Aldehydreste, die beharrlich den Destillaten anhaften, durch p-Nitro. 
phenylhydrazin entfernte. Ich kam jedoch zu der Uberzeugung, daB kleine 
Aldehydmengen unter 0,2%, die hier in Frage kommen, das spezifisch 
Gewicht des Destillats gar nicht beeinflussen. 

Ich fiihrte némlich nachfolgende Messungen aus, die den wirklichen 
Versuchsbedingungen sehr nahe waren: 5 cem 96,5 %igen Alkohols wurden 
im MeBkolben zu 500 ccm aufgefiillt; jetzt wurde fiinfmal pyknometrisc} 
das spezifische Gewicht dieser Lésung bestimmt. Im Mittel betrug es 
0,998 534 (die einzelnen Unterschiede in Wagungen betrugen héchstens 
0,000 03 im spez. Gew.; dies betraigt bei dieser Alkoholkonzentration kaum 
0,02 Gew.-% Alkohol). 

Dann wurde eine Lésung wie folgt angestellt: 5cem desselben A! 
kohols + 0,7 g absoluten Aldehyds (Kahlbaum Sdp. = 21°C) zu 500 cem 
aufgefiillt. Ihr spezifisches Gewicht betrug 0,998561, also unter zulassigen 
Fehlergrenzen dasselbe wie oben. Es konnte sich zwar wihrend der Pykno- 
meterfiillung etwas Aldehyd verfliichtigen, deshalb unternahm ich noch 
folgende Kontrollversuche. Nach der pyknometrischen Bestimmung wurde 
der Inhalt des Pyknometers in einer Lésung von Hydroxylaminsulfat ge- 
schiittelt und nach Ablauf einer Stunde die verdringte Saure titriert. 
Daraus konnte der Aldehydgehalt mit 0,13 Gew.-°% berechnet werden. 
Sobald Aldehyd das spezifische Gewicht dieser Lésung so_beeinflussen 
kénnte, wie es Alkohol tut, mii®te ihr spezifisches Gewicht 0,998 282 
betragen, d.h. er wiirde etwa zehnmal gréBer sein wie die bei solchen 
Versuchen vorkommenden Versuchsfehler. 

Es wurde noch eine Kontrollbestimmung vorgenommen, die 0,185 ° 
Aldehyd aufwies und wo das spezifische Gewicht der Lésung bei gleichem 
Alkoholgehalt wie oben 0,998512 betrug. Daraus war ersichtlich, daB kleine 
Mengen, nicht iiber 0,2%, von Aldehyd das spezifische Gewicht eine: 
Alkohollésung gar nicht beeinflussen. 


Spezifisches Gewicht von Alkohollésungen mit kleinem Aldehydgehalt. 





= Alkohollésun Alkohollésung 
ohne. Aldehy $0130) +. 0.185 9/, 
i a das in Aldehyd Aldehyd 
Spez. Gew. . 0,998 534 0,998 561 0,998 512 


Bestimmung von Zucker. 

Neuberg, Hirsch und Reinfurth geben in einer ihrer Abhandlungen ! 
eine Bestimmungsmethode fiir Invertzucker an, bei der dieselbe Lésung, 
die zur Aldehydbestimmung diente, verwendet wird. Invertzucker ist 
eine sehr empfindliche Substanz, die durch Erwairmen sehr weit- 


1 Neuberg, Hirsch und Reinfurth, diese Zeitschr. 105, 307, 1920. 
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gehende Veranderungen erleiden kann. Ich zog daher die Bestimmungs- 
methode mittels der Ostschen Lésung vor, auf die Aldehyd nicht reagiert; 
in besonderen Proben wurde dann der Einflu8 des Natriumsulfits bestimmt. 
Das nach Erwarmen ausgeschiedene Cu,O wurde endlich mittels der Ber- 
trandschen oxydimetrischen Titriermethode bestimmt. Zuerst fiihrte ich 
einige Kontrollversuche mit reiner Zuckerlésung aus. Dazu wurden 9,5 g 
Saccharose nach Herzfelds! Vorschrift invertiert, auf 100 ccm aufgefiillt 
und so gelangte ich zur 10 %igen Invertzuckerlésung. 15 cem dieser Lésung 
wurden mittels einer verdiinnten Sodalésung (4 g Na,CO, in 1 Liter) genau 
neutralisiert und wiederum auf 500 ccm aufgefiillt. 10 ccm dieser Lésung 
verwendete ich mit 20 cem Ostscher Lésung zur Zuckerbestimmung, die in 
fiinf Bestimmungen im Mittel 99,6°% Zucker auswies. Darauf erst bereitete 
ich folgende Lésung: 15ccem Invertzuckerlésung wurden neutralisiert, 
mit 0,6 g wasserfreiem Sulfit (oder 40% Sulfit auf Invertzucker bezogen) 
vertan, das Ganze auf 500ccm aufgefiillt. Die Zuckerbestimmungen in 
dieser Lésung ergaben 102,5°% Zucker, d.h. beinahe um 3% zuviel. Die- 
selben Bestimmungen bei Anwendung von 20% Sulfit auf Zucker ergaben 
100,92% Zucker, also etwa 1,0% zuviel. Bei 30%iger Sulfitgabé erhielt 
ich 101,64% Zucker. Es ist daraus ersichtlich, da8 die hier auftretenden 
Differenzen (bei stets 9 Minuten langem Erhitzen mit Ostscher Lésung) 
proportional zur angewandten Sulfitkonzentration sind. In meinen spateren 
Untersuchungen der Géransitze fiihrte ich entsprechende Korrekturen 
der gefundenen Zuckerwerte ein. 


Bestimmungen von freiem CO,. 


Diese Bestimmung fiihrte ich auf zweierlei Weise aus: 1. die Gar- 
fliissigkeit wurde mit CO, gesattigt, sodann brachte ich den Garkolben 
mit einem Me6rohr in dichte Verbindung, in dem nun die entwickelte 
Gasmenge iiber mit CO, gesittigtem Wasser abgefangen wurde. Nach 
Ablauf der festgesetzten Versuchszeit wurde der Garkolben kraftig ge- 
schiittelt, um,etwa noch okkludiertes CO, in das MeBrohr tiberzufiihren. 
Dann konnte der Zufithrungshahn geschlossen und nach Niveauausgleich 
das Gasvolumen gemessen werden. Ich kam jedoch zur Uberzeugung, daB 
eine Sattigung der Garlésung sehr bedeutend die Garung beeinfluBt, deshalb 
nahm ich Kohlendioxydbestimmungen ohne Gassittigung vor. In diesem 
Falle ist die Alkalitét der Lésung zu beriicksichtigen, denn diese kann nicht 
nur mechanische CO,-Absorbierung, sondern auch chemische Bindung 
des Kohlendioxyds hervorrufen. In Tabelle VII ist die CO,-Menge, 
die in Garlésung chemisch gebunden werden kann (HCO, = HSO,), 
angegeben. Wie wir sehen, ist diese Menge am Anfang der Garung recht 
bedeutend, sie betrigt bei 20% Sulfit 1,66. 10—-* Mol/pro Liter, oder 
0,7304 g in 1 Liter = etwa 330 ccm CO,. Bei einer 10% igen Zuckerlésung 
betragt die chemisch geléste CO,-Menge 0,73 °% auf Zucker bezogen, welche 
GréBe als schon betrichtlich aufzufassen ist. Wenn wir aber eine Bestim- 
mung des freien CO, im weiteren Verlauf der Garung vornehmen, dann nimmt 
die Menge des chemisch gebundenen CO, (das eigentlich in freier Form her- 
vortreten miiBte) infolge Anwachsens der HCO,-Ionenkonzentration 
(durch die Vergirung selbst hervorgerufen) sehr bedeutend ab. Nach 
der Gleichung 7, wo die HCO, -Ionenkonzentration = 9,10—-? (bei 
4%, Alkohol) betraigt, fallt die Anzahl der chemisch gebundenen CO,- 


! Herzfeld, Vereinszeitschr. 1896, S. 417. 
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Molekiile auf 2,9.10—-* ab, was in Prozenten auf Zucker umgerechn«+t 
0,127°% ausmacht; die Menge ist schon déuBerst gering und man kann si: 
auBer acht lassen. In diesem Falle (Garansatz ohne CO,-Sattigung) wii 
noch die mechanische Absorption von CO, in Zucker-Sulfitlésung zu be- 
achten. Nach Landoltschen Tabellen verringert sich die Léslichkeit von 
CO, in Salzlésungen und so z. B. bei 15°C betragt a in reinem Wasse: 
1,014, in n/2 KNO,-Lésung — 0,953, in n 0,897, in n/2 KCl-Lésung 
— 0,925, in n 0,850. Bei Anwendung einer Sulfitgabe von 20% (auf Zucker 
bezogen) betragt seine Konzentration 1,58 . 10-1 Mol/pro Liter. Eine Ver- 
minderung der CO,-Léslichkeit wird also analog keinesfalls mehr als 
5 bis 10% betragen. Die Menge des absorbierten CO, berechnete ich so, 
als ob es in reinem Wasser absorbiert ware. Die zwei oben angefiihrten 
‘ehler (teilweise chemische Bindung und Léslichkeitsverminderung) sind 
ungefahr derselben GréBe und gleichen sich aus. Dies bewies unter anderem 
die Tatsache, daB die Ergebnisse sowohl der mit CO, vorgesattigten, als auch 
ungesattigten Garansitze identisch waren. Im zweiten Falle (ohne Vor- 
sattigung) wurde zur im MeBrohr gemessenen C O,-Menge dessen absorbierter 
Teil addiert. Bei 35°C (Garungstemperatur) betrigt nach Landoltschen 
Tabellen — a — der Absorptionsfaktor = 0,592, oder im Liter kénnen 
592 ccm gelést sein, was wiederum 1,17% auf Zucker bezogen betragt. 


Zwecks Ausfiihrung dieser Bestimmungen wurden Giransitze stets 
in nachfolgender Weise aufgestellt: 25g Zucker + 13g Sulfit + 0,25¢ 
K,HPO, + 0,25 g MgSO, zu 250 ccm, davon 200 cem zu 2 g Hefe in einem 
250 cem-Kolben. Die ersten vier Giéransaétze wurden vor der Hefegabe 
mit CO, gesattigt, weitere ohne CO,-Sattigung weiterverarbeitet. Um mdég- 
lichst unbekannte Faktoren auszuschalten, verwendete ich zum Nahrboden 
weder Ammonsalz noch CaCO,. Proben wurden gewoéhnlich nach 5 bis 
7 Stunden Garungsdauer entnommen. Die Zeitpause, in der alle Proben 
dem Garkolben entnommen waren, betrug maximal 5 Minuten, wahrend der 
sie schon alle sofort in Garung unterbrechende Umstinde gelangten. (Die 
Probe zur Zuckerbestimmung wurde in Ostsche Lésung getan, eine zweite 
zar Alkoholbestimmung in H,SO,-Lésung, ahnlich die Aldehydprobe 
angesduert und sogleich titriert). 


Ergebnisse obiger Versuchsreihe enthalt Tabelle X. 








Tabelle X. 
82 | z. 22 38 eg 3 28 | es 
Phin . 5 2s a re o3 3S |i 
Nr. Bis 825 33 25 ey 3s 2s es | Bemerkung 
o8s | fae | <2 <a | OF | BS | BE | BE 
1 || 21,94 | 325 | 1,78 | 885 | 14,77) — | 1844) — 
2/2208) 315 | 106 | 225 | 105 | — | 830 — ||_Mitco,. 
3 | 20,96 450 | 1,87 | 248 | 148 | 89,57 9,93 10,43 | Heegae 
4 22,10 840 | 1,42 | 2,36 | 1,98 89,72 | 9,91 10,28 
5 22,06 300 | 2.02 3,76 | 214 | 83,52 14,84 16,48 
6 | 2141 310 | 227 | 4, 2,40 | 81,82 | 16,33 18,18 
7 | 2191 | 88 | 166; — | 178); — | — | — 
8 | 22,96 860 | 218 | — | 218; — | — | — 
9 | 2225 420 | 257 | 445 | 2,72 | 79,89 | 18,25 | 20,11 
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Mit Ausnahme des ersten Ansatzes arbeiteten drei weitere, die eine voran- 
gehende CO,-Sattigung erfuhren, viel langer als die nachfolgenden. Der 
vierte Ansatz zeigt deutlich, daB je langer die Garung dauert, desto langsamer 
sie sich ihrem Ende nahert. Es ist also klar, daB eine Vorsattigung mit CO, 
sehr schaédlich wirkt. Die Einwirkung hangt aber auch vcm physiologischen 
Zustand der Hefe ab. Werte der zweiten vertikalen Reihe wurden mittels 
der direkten Jod-Titriermethode, einer Probe von 5 cem der vorbereiteten 
Garlésung (natiirlich vor der Hefegabe) bestimmt. In Reihe 7 befinden sich 
die Ergebnisse der direkten Invertzuckerbestimmungen, die darauf auf 
Saccharose umgerechnet wurden. In Reihe 8 berechnete ich die Menge des 
vergorenen Zuckers aus dem Aldehyd- und Alkoholgehalt. 


Ich gebe hier noch genaue Daten der Alkohol- und CO,-Bestimmungen 
Nr. 9. an. Die Alkoholbestimmung wurde, wie oben schon beschrieben, 
ausgefiihrt: 1. 150 cem zu 100 ccm; 2. 100 ccm zu 80 ccm und 3. 80 cem zu 
50cem; das spezifische Gewicht des letzten Destillats (50 ccm) betrug 
0,997 505, oder die Alkoholausbeute 0,66683g (aus 15 g Zucker); im Pikro- 
meterinhalt (19,8032 g) wurden 0,0397g Aldehyd aufgefunden, d.h. 
0,20 Gew.-°% Aldehyd; bei allen Alkoholbestimmungen wurden gleichfalls 
stets Aldehydbestimmungen ausgefiihrt. Im obigen Géaransatz fand ich 
die gré6Bte Aldehydmenge im Destillat, denn vordem schwankte sie in Grenzen 
0,13 bis 0,15°% Aldehyd im Destillat. 


Nach 410 Minuten Garung wurde nun mit kraftigem Schiitteln des 
Garansatzes begonnen, um okkludiertes CO, aus dem Giarkolben zu.ent- 
fernen. Ich kam namlich zur Uberzeugung, da8 ganz betrachtliche Mengen 
CO, in Blaschenform in der Garlésung sich befinden, die ur durch langeres, 
kraftiges Schiitteln zu entfernen sind. Sehr gut la6t sich dieser Vorgang 
mittels eines MeBrohres beobachten, in dem darauf das Wasserniveau sehr 
rasch fallt. Nach langerem Ausschiitteln betragt der Zuwachs des Gas- 
volumens nur 1 ccm pro Minute, und dies war ein Zeichen dafiir, daB alles 
okkludierte CO, entfernt war. Nach 426 Minuten wurde das Gasvolumen 
gemessen; seine Menge betrug 181 ccm bei 20° C und unter 724,6 mm Hg- 
Druck. Da als VerschluBlésung Wasser gewahlt war, muBte der Barometer- 
druck noch um den Wasserdampfpartialdruck bei 20° C (17,54 mm Hg) 
korrigiert werden; also unter Normalzustinden (0°, 760 mm Hg) hatte die 
Gasmenge ein Volumen von 156,9 cem und 0,3102 g Gewicht, d. h. aus 20 g 
Zucker 1,55° CO,. Dazu kommt noch die Menge von CO,-Gas, die in der 
Garlésung gelést blieb (das zum Géaransatz verwendete Wasser wurde 
vorher durch Auskochen von CO, befreit); nach S. 392 betragt diese Menge 
des gelésten CO, 1,17°% auf Zucker bezogen, oder summarisch als Ergebnis 
wurden 2,27°%, freies CO, aufgewiesen. 


In allen oben beschriebenen Géaransatzen (mit Ausnahme des vierten) 
steht die Aldehydmenge in volliger Ubereinstimmung zur CO,-Menge; 
maximale Differenz betragt héchstens 0,15°%. Der Alkoholgehalt fiel aber 
stets héher aus: minimalste Differenz 1,19°, maximalste 1,88°,. Es sind 
dieses GréBen, die die bei pyknometrischen Untersuchungen zulassige 
Versuchsfehlergrenze ganz betrachtlich iiberschreiten. Es bleibt also nur 
die Tatsache, daB die CO,-Menge am Anfang der Garung stets der Aldehyd- 
menge gleichkommt, der Alkoholgehalt aber stets héher ausfallt als das 
ausgeschiedene CO,. Nach Neubergs Theorie kann dafiir keine Erklarung 
gefunden werden. Die Ergebnisse miiBten eigentlich wie folgt ausfallen: 
Prozent freies CO, = Prozent Alkohol, und ein dem Aldehydgehalt gleicher 
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Prozentsatz CO, verbindet sich mit ihm entsprechender Menge Na0O ii 
zu NaHCO,. Unterdessen ist es ganz im Gegenteil: 

Prozentfreies CO, = Prozent Aldehyd, und ein dem Alkoholgeha|; 
gleicher Prozentsatz verschwindet; er muB8 natiirlich chemisch gebunde, 
werden, wie oben schon angegeben. Neutrales Sulfit kann dies gar nich: 
bewirken (besonders wegen Anwesenheit der HCOj-Ionen). Man mui} 
also folgende Méglichkeit in Erwagung ziehen: entweder entstehen nicht 
bei der Garung gleiche CO,- und Alkoholmengen, oder es wird infolge gewisse: 
Reaktion das entstehende CO, chemisch gebunden. Die erste Eventualitit 
ist sehr unwahrscheinlich; was fiir ein System fiir den Zuckerzersetzung- 
prozeB auch zugrunde liegt, immer erhalten wir gleiche Mengen CO, 
und Alkohol; es ist dies fiir die gewéhnliche Gérung eine altbekannte 
und vielfach schon bewiesene Tatsache. Ferner haben Neuberg, Hirsch und 
Reinfurth' mit GewiBheit festgestellt, daB der gesamte Kohlendioxydgehal 
auch mit der Alkohol- und Aldehydmenge iibereinstimmt. Es bleibt also 
nur die zweite Méglichkeit, daB die dem Alkoholgehalt entsprechende 
CO,-Menge chemisch an Lauge gebunden wird, die wiederum aber nur durch 
Ausscheiden bzw. weitergehende Bindung von SO, oder NaHSO, an eine 
andere Substanz entstehen kann. Es kommt hier nur Zucker in Betracht. 
Und so taucht meine Konzeption auf, die ich schon am Anfang erérterte. 
Sie stiitzt sich auf die Tatsache, daB es unmédglich ist, die Gesamtzucker- 
menge in Aldehyd und Glycerin iiberzufiihren. Sie erklart auch die groBen 
Schwierigkeiten der maximalen Ausbeuten (ein Charakteristikum, das stets 
bei Annéherung zu gewissen Grenzen beobachtet wird). Es ist nun auch 
ersichtlich, weshalb bei groBen Sulfitgaben die Garungssatze sehr lange 
arbeiteten. 

Die Hefe wehrt sich bei der Sulfitgérung gegen schidlichen Einflu’ 
des Sulfits, indem sie es an Zucker bindet; sobald aber die Sulfitgabe zu 
hoch bemessen wird, kann die Hefe dies nicht bewaltigen und wahrend der 
ganzen Garungsdauer steht sie unter seiner Einwirkung. (Bei 20% Sulfit 
sind schon nach 5 bis 7 Stunden etwa 60% Sulfit gebunden, und die weitere 
Vergaérung verlauft fast ganzlich ohne Sulfit.) Die Theorie Newbergs, die 
ein Abfangen von Aldehyd wahrend der Zuckerzersetzung annimmt, erklirt 
den Umstand nicht, daB oft bei gleichen Sulfitgaben ganzlich verschiedene 
Aldehyd- und Glycerinausbeuten erreicht werden. Wie gesagt, wire némlich 
nach ihr das Binden von Aldehyd an Sulfit nicht eine enzymatische Reaktion, 
denn es verlaéuft auch ohne Hefeeinwirkung sehr rasch. Weshalb sollJten 
Abschwichung der Hefe bzw. tiberhaupt rein physiologische Einfliisse fiu 
die Ausbeute so groBe Bedeutung haben (ich stiitze mich auf Neuwbergsche 
Ergebnisse mit verschiedenen Heferassen)? Meine Ansicht beseitigt diese 
Unsicherheit: alle Prozesse, die die Sulfitgérung beherrschen, sind von 
Natur aus enzymatisch (natiirlich auch das Binden von Sulfit an Zucker), 
und daraus ergibt sich, daB die Ausbeuten direkt vom physiologischen 
Zustand der Hefe abhangen. Es beweist dies unter anderem der vierte 
Giransatz (Tabelle X), der unter fiir die Hefe ungiinstigsten Umstianden 
(CO,-Sattigung) ausgefiihrt wurde; dazu muBte die Hefe noch besonders 
schwachlich sein. Die Folge davon war, daB die schwache Hefe auBerstande 
war, nicht rasch genug das Sulfit an Zucker zu binden und dadurch na- 
tiirlich viel weniger Aldehyd- und Glycerinausbeuten, als zu erwarten 
waren, entstehen werden. 





1 Neuberg, Kirsch und Reinfurth, diese Zeitschr. 105, 307, 1920. 
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Starke Hefe beseitigt vor allem (bei 20°% Sulfit) mittels der gekoppelten 
Reaktion das vorhandene Sulfit: Bei vorgehenden Garansatzen gibt es 
keine Spur von gewoéhnlicher saurer Alkoholgaérung (auBer der, auf welcher 
die gekoppelte Reaktion sich stiitzt, und im letzten Garansatz wurden 
sogar 4,5°% Alkohol gefunden). Es lat sich daraus berechnen, wieviel 
Sulfit (nach 7 Stunden) schon gebunden war; denn auf 1 Molekiil Alkohol 46 
entfallt 1 Molekiil gebundenes Sulfit 126. Diese Berechnung ergibt, daB 
insgesamt 12,33 % Sulfit entweder an Zucker, wie auch an Aldehyd gebunden 
sind, d. h. etwa 55,41 % der Gesamtsulfitgabe. Obgleich die Menge des ver- 
gorenen Zuckers 20%, der Aldehydgehalt nur 2,57 % betragt, laBt sich nach 
auBen hin nur geringe CO,-Entwicklung beobachten und dies ist gerade 
durch die gekoppelte Reaktion verursacht. 

Zu diesen zwei Grundlagen (Unméglichkeit einer Erhéhung der Aldehyd- 
ausbeute, sowie Analysenergebnis des Anfanges der Vergarung) gesellt sich 
noch eine Tatsache, naimlich die Form der Aldehydentstehungskurve. 

Einem folgenden Géaransatz mit 20% Sulfit entnahm ich namlich 
stiindlich Proben zu 5 ccm, in denen ich, wie oben schon beschrieben, den 
Aldehydgehalt bestimmte. 

Der Garansatz enthielt: 25g Zucker + 13g krist. Sulfit + 0,25 g 
K,HPO, + 0,25 g MgSO, zu 250 ccm; daraus 200 ccm zu 2 g Hefe. Tem- 
peratur der Garung = 35°C. Sulfitkonzentration = 21,56°%. Ergebnisse 
dieser Versuchsreihe enthalt Tabelle XI. 


Tabelle XI. 





Gebundenes Aldehyd in °/, Aldehyd in °/, 


Nr. ia ; Mfit in %/o or. mégl. 
Nr Garungsdauer Jodverbrauch Ss feput out Zesker ber. Aldshe dase 
1 Oh 17,10 0 0 0 
2 1 16,79 6,40 0,14 1,89 
8 2 15,74 1,73 0,60 7,98 
4 8 14,29 3,55 1,24 16,49 
5 840’ =| 13,67 4,32 1,51 20,08 
6 6 11,85 6,63 2,32 39,85 
7 7 11,43 7,17 2,50 33,24 
8 8 10,76 8,00 2,79 37,10 
i) 9 10,54 8,30 2,90 38,56 
10 10 10’ 9,76 9,25 3,23 42.95 
11 11 9,14 10,04 3,51 46,68 
12 12 8,38 10,99 3,84 51,06 
13 13 7,40 | 12,23 4,27 56,78 
14 14 6,81 12,99 4,54 60,37 
15 15 5,89 14,15 4,94 65,69 
16 16 509 | «15,14 5.29 70,35 
17 17 4,29 16,15 5,64 75,00 
18 18 3,49 17,16 5,99 79,65 
19 || 19 2.79 18,04 6,30 83,67 


Aus obiger Tabelle ist zu ersehen, da8 schon nach 19 Stunden (die 
ganze Gaérungsdauer betrug 42 Stunden) 83,67 °% der theoretisch méglichen 
Aldehydmenge entstanden waren. Sobald wir auch noch die Verhaltnisse 
von Alkohol zu Aldehyd (Tabelle X) vergleichen, so sehen wir, da8 sie um 
die Zah] 2 schwanken; auf Grund dieses Verhaltnisses kénnen wir feststellen, 
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daB schon nach 9 Stunden Gérungsdauer (Aldehydgehalt 2,90°) etwa 
80% Sulfit gebunden waren. Aus obigem Verhaltnis wiirde dann die Folge- 
rung zu ziehen sein, daB bei 20%, Sulfitgabe die Zersetzung des Zucker- 
sulfits etwa zweimal langsamer verlauft als sein Entstehen. 

Obige Ergebnisse sind graphisch dargestellt; die hier resultierende 
Kurve ist ungemein interessant. 
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Abb. 1. 
Kurve zur Tabelle XI. 


Sie besteht eigentlich aus zwei Abschnitten; der erste bis zur neunten 
Probe einschligBlich mit charakteristischem Anstieg (der Garungsanfang) 
und allmahlichem Abfall veranschaulicht mittelbar das Binden von Sulfit 
an Zucker; in diesem Zeitabschnitt ist Konzentration des freien Sulfits 
ein wesentlicher Faktor der verlaufenden Reaktion. Sobald die Menge 
des freien Sulfits abfallt, weist auch dieser Kurvenabschnitt keine so grobe 
Erhéhung auf, wie es am Anfang der Fall war, und er nahert sich der hori- 
zontalen Lage. In diesem Punkt beginnt aber auch der Zerfall des Zucker- 
sulfits seine Rolle zu spielen, und dieser wirkt sich bis zur neunzehnten Probe 
lings einer Geraden aus. Diese Zweiteiligkeit der Vergarungskurve weist 
ausdriicklich auf die Kompliziertheit der Aldehydbildung hin. 

Alle obigen Tatsachen beweisen unwiderlegbar, da® die Sulfitgarung 
auf der gekoppelten Reaktion fundamentiert ist, und in ihr die Zuckersulfit- 
verbindung eine wichtige Rolle spielt. 


Zusammenstellung. 

1. Geeignetste Nahrsalzraticnen zur Sulfitgirung (18%, Sulfit) 
sind: 1%, K,HPO,, 1% MgSO,, 0.5%, (NH,).80O,, 0,5%, CaCO, 
(alles auf Zucker bezogen). 

2. Bei Anwendung obiger Nahrsalzration kénnen mit derselben 


Hefe neun Garungsansatze (mit 18°, Sulfit jeder) ohne jegliche Hefe- 
auffrischung verarbeitet werden. 


3. Bei geringer Sulfitkonzentration und kleiner Ammonsalzgabe 
ist eine Angarung schadlich. (Infolge Sattigung der Lésung mit Kohlen- 
dioxyd wihrend der Angarung tritt nach der Sulfitverabfolgung 
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hihere HSOj-Ionenkonzentration als im gleich anfangs sulfitierten 
(arungsansatz auf.) 


4. Je gréBer die Sulfitkonzentration, desto kleinere Schwankungen 
in der Ammonsalzkonzentration rufen gro8e Stérungen der Garung 
hervor. 


5. GroBe Ammonsalzgabe wirkt immer schidlich (jedoch seine 
Menge und dessen schadlicher EinfluB hangt von der Sulfitkonzen- 
tration ab). 


6. Wirkung der Ammonsalze kann mit der Erhéhung der HSO}- 
lonen und NH,-Molkonzentration erklart werden; dazu kommt noch 
die Zeitdauer dieser Auswirkung auf Hefe. 


7. Der EinfluB der NH,-Molekiile ist fiir die Hefe schadlicher 
als derjenige der HS0O}-Ionen; deshalb wirkt sich eine Angarung bei 
hoher Sulfitkonzentration und Ammonsulfatgabe giinstig aus. Diese 
Angarung kann aber durch Sattigung mit Kohlendioxyd ersetzt werden. 
Daraus ergibt sich, daB die Angirung keine spezifische Einwirkung 
auf Hefe ausiibt, sie soll die Lésung nur mit CO, sattigen. 

8. Stickstoffnahrsalz ist dem Sulfitgarungsansatz nicht unbedingt 
nétig zu seinem Fortkommen. Ganzliches Fehlen dieses Nahrsalzes 
verringert nur durch eintrgtende Hefeabschwichung die Vergarungs- 
geschwindigkeit. 

9. Die rationellste Arbeitsweise bei Sulfitgarung: kleine Ammon- 
salzgabe; allmahliches Dosieren der Sulfitkonzentration. 


10. Eine py-Bestimmung fiir sich allein ergibt noch nicht ent- 
scheidende Kriterien; unumganglich ist auch eine Ammonsalz- 
bestimmung. 


11. Trotz geeignetster Umstande (Zugabe von CaCO, zum Nahrsalz, 
Wegfall der Ammonsalze, langsam ansteigende Sulfitkonzentration) 
gelang es nicht, bei der Sulfitgarung die Aldehydausbeute iiber 17°, 
(auf Saccharose bezogen) zu erhdhen. 


12. Im Anfangsstadium der Sulfitgirung ist der Aldehydgehalt 
stets der Menge des freien, durch NaOH chemisch nicht gebundenen 
Kohlendioxyds gleich. 


13. In demselben Zeitabschnitt ist die Alkoholmenge stets gréBer 
als die Menge des freien CO, (molekular, und bei fast gleichen Mole- 
kulargewichten auch prozentual). 


14. Als Erklarung dieser Erscheinung muf} angenommen werden, 
daB die Sulfitgarung auf einer gekoppelten Reaktion basiert ist; ein 
Zuckermolekiil verfallt der Garung nach der ersten Vergarungsform, 
auf Kosten dieser Energie werden zwei Sulfitmolekiile an zwei weitere 
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Zuckermolekiile gebunden; aus dieser Reaktion entstandenes NaOH 
neutralisiert ihm entsprechende Mengen von CO, aus der ersten Reaktion. 

15. Auf diese Weise sind alle Reaktionen in der Sulfitgarung als 
enzymatische Naturprozesse aufzufassen. 

16. Die unter 3. angegebene Hypothese findet ihre Unterstiitzung 
nicht nur in wechselseitiger Beziehung der Gairungsprodukte im An- 
fangsstadium, sondern auch in der Unméglichkeit, mit der Aldehyd- 
ausbeute tiber 17°, (auf Saccharose) zu gelangen; weitere Beweise 
liefert die Aldehydkurve, die als Verbildlichung der zweiten Vergiirungs. 
form in Form der Kurve der ersten Vergarungsform ahnlich sein miiBte ; 
der Ubergang des ersten Abschnitts der Aldehydkurve in den zweiten 
ist als Ende des Zucker-Sulfit-Bindens (also Ende der gekoppelten 
Reaktion) zu betrachten; ihr zweiter geradliniger Teil zeigt die Zer- 
setzung des entstandenen Zuckersulfits. 
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Milchsaurebildung in Gewebekulturen. 


Von 
Fritz Demuth und Rolf Meier’. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, 
Gastabteilung Dr. A. Fischer aus Kopenhagen). 


(Eingegangen am 28. Juni 1929.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die Charakterisierung von in vitro wachsenden Geweben wurde 
bisher im wesentlichen durch Beobachtung morphologischer Einzel- 
heiten, Bestimmung des Wachstumsareals, der Ausnutzung verschiedener 
Nahrstoffe und der Giftempfindlichkeit gegeben. Untersuchungen 
iiber Stoffwechselfunktionen wurden nach Ausschneidung (1) (2) aus dem 
Ziichtungsmedium angestellt und kénnen nur indirekt als charakteristisch 
fiir wachsende Kulturen angesehen werden. Es kénnen aus diesen 
Untersuchungen auch keine Beziehungen zwischen Wachstum und 
Stoffwechsel abgeleitet werden. Das zu erreichende Ziel ware die 
Aufstellung von Stoffwechselbilanzen im Laufe des Kulturwachstums. 
Bei dem augenblicklichen Stand der Methodik schien als erster Schritt 
in dieser Richtung die Untersuchung des Kohlehydratumsatzes Auf- 
klarung tiber den Stoffwechselzustand zu versprechen. Als das Produkt 
des Kohlehydratumsatzes, dessen Vorhandensein und Menge in ge- 
wisser Anniherung Schliisse iiber den Typ dieser Stoffwechselprozesse 
erlaubt, ist die Milchsiure anzusehen. Zwar ist nach den Warburg- 
schen (3) Gedankengingen neben der Milchsiurebildung die Be- 
stimmung des Verhiltnisses von Atmung und Glykolyse zueinander 
fiir eine vollkommene Charakteristik notwendig, aber auch ohne dies 
kann man aus den Verhialtnissen bei der Milchsiurebildung gewisse 
Schliisse ziehen, wenn man fiir die Versorgung mit Sauerstoff einiger- 
mafen gleiche Bedingungen voraussetzen kann. Wir fiihrten unsere 
Untersuchungen so durch, daB wir an einer Zellart méglichst zahlreiche 
Milchsiurebestimmungen unter verschiedenen Bedingungen der 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft. 
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Ziichtung machten, um daraus einen Zusammenhang dieses Stoffwechse| 
produktes mit dem Wachstum und die Abhangigkeit seiner Bildung 
von der Ziichtungsmethode festzulegen, und da wir eine griBere 
Zahl verschiedenartiger Gewebe untersuchten, um die Beziehungen 
zur Zellart aufzufinden. Die uns zur Verfiigung stehenden Gewele 
waren: Hiihnerfibroblasten Carrelstamm, Hiihnerfibroblasten eigener 
Stamm aus Herz, etwa 30. Passage, Hiihnerfibroblasten von A. Fischer 
angelegter Stamm aus Knorpel, etwa 50. Passage, Hiihnerepithel von 
der Iris, 20. Passage, Rattenfibroblasten vom Unterhautzellgewebe 
20. Passage, Rattensarkom Croker X, etwa 60. Passage, Mausecarcinom 
Ehrlich, Dahlemer Stamm, etwa 200. Passage. 


Methodik. 


Zur Haltung der Stémme wurden Deckglaskulturen benutzt. Fiu 
die Versuche wurden die Kulturen in zwei oder mehr gleiche Teile geteilt 
und in der tiblichen Weise in Carrelflaschen von 10 ccm Inhalt angesetzt. 
Fiir Parallelversuche wurden immer nur Teile einer Kultur verwandt. 
Jede Flasche wurde mit 0,3 ccm Hiihnerplasma bei Hiihnergewebe, 0,15 cem 
Hiihnerplasma und 0,15cem Rattenplasma bei Saéugetiergeweben und 
0,6cem 10% igem Hiihnerembryonalextrakt als fester Phase und 0,6 ccm 
10%igem Embryonalextrakt als fliissiger Phase angesetzt. Die Kon- 
zentration an Embryonalextrakt wurde in einigen Versuchsreihen geandert, 
dies ist dort angegeben.: In einer Versuchsreihe, die eine médglichst gute 
Sauerstoffversorgung haben sollte, waren samtliche Mengen gedandert, 
um eine méglichst ditnne Coagulumschicht zu haben und den Anforderungen 
Warburgs an Sauerstoffversorgung der Gewebe zu geniigen. Alle Ab- 
messungen geschahen mit genau kalibrierten Pipetten. Die Carrelflaschen 
wurden im Brutschrank bei 39° gehalten und ohne Wechsel des fliissigen 
Mediums nach verschiedenen Zeiten auf Milchséure verarbeitet. In den 
Versuchen, in denen besonderer Wert auf gute Sauerstoffversorgung gelegt 
wurde, hielt eine Schiittelvorrichtung nach Warburg die Kulturgefabe 
iiber einen groBen Teil der Ziichtungszeit in Bewegung. Die Schiittel- 
geschwindigkeit war 40 bis 60 Bewegungen in der Minute. 

Bei allen Kulturen wurde das Wachstum nach der Methode von 
Ebeling (4) bestimmt. Unter dem Projektionsapparat wurde mit 20facher 
VergréBerung das Wachstumsareal taglich aufgezeichnet. Die Grébe 
wurde durch planimetrische Messung ermittelt. Die Methode erfaBt be- 
kanntlich nicht das Dickenwachstum und birgt dadurch Fehler in sich, 
die aber in Ermangelung einer besseren Methode in Kauf genommen 
werden miissen. 


Die Milchséurebestimmung wurde in folgender Weise durchgefiihrt : 
In der Kulturflasche wurde nach Folin-Wu enteiweiBt. Nach einiger 
Zeit wurde das Plasmagerinnsel mit einem Glasstab oder einem Platindraht 
zerstért und der gesamte Inhalt der Flasche unter mehrfachem Nachspiilen 
in einem Me8zylinder auf 15 ccm aufgefiillt. Nach 24 Stunden wurde von 
dem gut ausgefallenen Eiwei8 abfiltriert, das klare Filtrat mit CuSO, 
und Ca(OH), entzuckert und im aliquoten Teil die Milchséiure nach der 
Modifikation von Friedemann, Cotonio und Shaffer (5) bestimmt. Die 
GréBenordnung der Milchséuremengen der einzelnen Bestimmung schwankt 
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zwischen einem Titerwert von 0,3 bis 1,4cem n/100 Jodlésung. Milch- 
saurebestimmungen mit Zinklaktat ergaben befriedigende Werte, der 
Verlust war etwa 5% bei einer Schwankungsbreite von 4 bis 7°%. Der 
Verlust im ganzen Arbeitsgang betrug mit groBer RegelmaBigkeit 17 bis 
20%. Durch die Koagulation des Plasmas und die Enteiweibung des 
koagulierten Plasmas werden keine Fehler bedingt. Tabelle I gibt Milch- 
siurewerte in Plasma ohne und mit Koagulation unter Zusatz von gleichen 
Mengen Zinklactat. Man sieht gleichzeitig aus der Tabolle, daB die Titrations- 
werte gut iibereinstimmen und etwa der oben angegebenen Fehlerbreite 
entsprechen. 


Tabelle I. 


Milchséuremenge in Plasma vor und nach Koagulation, 
Zusatz von Zinklactat. 





Gefundene Menge 








" | Milchsaure Milchsaure P Zinks 
Inhalt cegnentan, | Tummnetst Sere | wtedeee | Vertnnt 
alee. ahem gefunden 
mg Koagulation 
—- ~ 0,405 0,405 0,405 
0,5 cem n/109 leem 0,9 1,14 116 | 1.12 0.72 
Hihnerplasma | /n/1001 , 0,9 1,09 1,09 |” aia 
10ccem 5 %ig.: - 0,40 041 |p 41 20% 
Embryonal- — — 0,43 041 J” 
extrakt n/100 1eem 0,9 1,16 1,12 +138 0.79 
n/1001 , 09% 1,14 1,10 {J *** a 
0,5 cem . 
Rattenplasma — — 0,43 0,40 0,415 
Versuchsergebnisse. 


Die erhaltenen Milchsiurewerte sind in den folgenden Tabellen 
zusammengestellt. Das Material ist nach der Art der Kultur geordnet. 
In der einzelnen Kulturart sind wiederum Gruppen mit verschiedenen 
Versuchsbedingungen zusammengestellt. Um zu zeigen, dab die 
Versuchsresultate durch Milchsaurebildung, die im Plasma oder Em- 
bryonalextrakt allein erfolgen kénnte, nicht beeinfluBt werden; geben 
wir in Tabelle Il Werte von Kontrollflaschen, die keine Kultur, sondern 
nur Ziichtungsmedium enthalten. Diese Flaschen wurden nach mehr- 
tagiger Bebriitung wie die Kulturflaschen verarbeitet, teils sofort 
nach dem Ansetzen zur Milchsiurebestimmung verwandt. Es ergibt 
sich, daB die Anfangs- und Endwerte in den weitaus meisten Fallen 
nicht tiber die Fehlerbreite der Methode voneinander abweichen. Die 
Menge Milchsaure, die iiber diese in jedem Versuch ermittelten Kontroll- 
werte bestimmt wurde, ist also sicher durch die Kultur gebildet. In 
den folgenden Tabellen ist stets der Wert des Ziichtungsmediums schon 
in Abzug gebracht. Wir setzen in den Tabellen die erhaltenen Milch- 
saurewerte in Beziehung zur Wachstumszunahme (a) unter Vernach- 
lassigung des relativ sehr kleinen Anfangswertes und geben deshalb 


Biochemische Zeitschrift Band 212. 6 








‘ 
+ 
> 
3 











HeMrutun, 





4h beri : Sebtstt 

, : 
shoe eu Wht lecteeeryreewertt ( tin ite JUPMIW 4 CAB LULL yT Os 
teri teas ot Nitlenesnnreamnenyg y Ui thet Vacastumstiacy ‘9 Ml 
1498 4 AAiethtipnowtane ue ba Molichsaaure wert wuruc ite 
feast wi ete trrine pwr KOrri pret 

Voted: I 

Abs Fotew nae iresereey i) Miemererinees Onno uber Ver Anu mac eu. 





Mucaseur 
V even Prete 
Phaser 
V Greuchsairtai 

» 
kd 8 
»* n| 
3 se 
Q 4 
FA 2 
‘ 4 6 
: 7 + 
ty 
LZ 5 
; 2 
4 3 is 
} 5 } 

5 
id ia 
4 S 
e) ? 
La 3 

Phu oretaas. : s Kittremecss. 


hMorevoluswe. 


iy} @Hareeen v anmeose: ee eveenmee 5 


¥ CfauLuscou 


Forooluarernu curr 


ie eee ‘tesmernngee wercen om [imnerrbreohiarc: 


garart i Jdbeve d TT ama V\ sen ose Serre ces samenceee 


Dros 7 USE RIINee Ber be UT OP! WCERIOLE 3. BI Tee Ad 


* Jagvem sich vy wer | Uterebinec -waserer cep 


orgzgenaantt 


SHALES La OL ree 2208 . +6 he 6 WUE at © 1CoNnT eTverttt 


WMAP wREt it MUcCvUE “CBU BBePeHeH 


Sreen enrmet 


ISULITLICRS LOH Une or 4 bOvUeED eurpe Kt as if Cowal 


‘eee cer o\Glebsmure LD OSIepnne oo Er Vacospumnennaane £ 


amemmaiinres ser gre) ist Bi mb lamt, dd 


2 \ienssaare? 


e@ DV UENTOR Cle da DaCD LEP Oo ADOPSRONM DINGMAN fis 4 10 


* 


BULINSOHG AORN Ceanuc#nrs Hou “aL viT 


rHUL Cena 


HILFE i v wert TUDpeLR, ul Bu IBLewh Wor nenue i \Uulure:? 


WT LTeeZen «iene. / eetieh J uppep OyOREN auouren vneoli 





hsaurebildung bei Hithnerfibroblastenkulturen (gut wachsende Kulturen.) 





Milchséurebildung in Gewebekulturen. 








we Ee oS eereel en en en 


a ee ee 
“OOF Wlore 


36 


38 
39 
49 
41 
42 
43 


45 
46 
47 
48 
49 


51 


Kulturs 
Nr. 


12 590 
12 594 
12 587 
12 905 
12 591 
12 595 
12 901 
12 045 
12 049 
12 057 
12 588 
12 592 
12 596 


12 570-* 
12 570-4 
12 570- 
12 570-6 


4199 
4201 
4 203 
11 616 
12 314 
12 316 
12 589 
12 597 
12 902 
12 907 
13 139 
13 142 
13 600 
13 602 
6 400 
6 404 
6 405 
6 408 
6 409 
6 472 
6 413 
11 618 
L1 620 
3 909 
3911 
3913 
3915 
3901 
3 992 
3 905 
3 907 
10 142 
10 143 
6 402 


mMomwwny __ 
m OOO Oo 
> DNR ON 


w 


~ 


Noor eee EEE EEE EEE EE ee ee eee eee OOO WWW WOW OWWAONWnNnNWnNwnNr- 


Milchsaure 


m 


mg 


0.04 
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0.39 
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0,60 
0,67 


1.30 

















402 F. Demuth u. R. Meier: 


auBer den Milchséurewerten und der EndwachstumsgréfBe das Ve: 
haltnis der Milchsiuremenge zu dieser Wachstumsflache (m/a . 100 
und die Ziichtungsdauer an. Die Milchséurewerte wurden in keinen 
Falle um den Verlustwert korrigiert. 








Tabelle II. 
Milchséuremenge in Plasmagerinnse] ohne Kultur vor und nach etwa 7 tagige: 
Bebriitung. 
ee | Inhalt Milchsaure mg bei 
Nr. i Finema Versuchsanfang Versuchsende 
14 H+ R* 0,51 0,58 0,49 
18 H 0,43 0,38 
18 I H 0,51 0,50 
18 H 0,32 0,44 
18 H 0,28 0,40 
20 H+R 0,32 0,35 0,36 
24 H 0,66 0,69 
24 H 0,71 0,68 
26 H+R 0,37 0,39 
26 H+R 0,39 0,35 
28 H 6,37 0,33 
28 H 0,39 0,41 
30 H 0,35 0,36 0,30 
30 H 0,59 0,61 0,67 
30 H+R 0,42 0,48 0,43 
30 H+R 0,54 0,51 0,48 
34 H 0,35 0,36 0,28 
34 H 0,59 0,53 0,56 
36 H+R 0,42 0,32 0,32 
36 H+R 0,54 0,52 
* H = Hiihnerplasma. R = Rattenplasma. 
Fibroblasten. 


Wir besprechen zunachst die Ergebnisse an Fibroblastenkulturen. 
Die meisten Untersuchungen wurden an Hiihnerfibroblasten aus- 
gefiihrt. In Tabelle III und IV sind die Werte aus simtlichen Hiihner- 
fibroblastenkulturen zusammengestellt, ohne Riicksicht auf den Stamm. 
Es lassen sich zwar Unterschiede zwischen den vorgenannten Fibro- 
blastenstimmen zeigen, doch wollen wir sie nicht verwerten, da sie 
vorliufig nicht als eindeutig genug angesehen werden kénnen. Bei 
Zusammenstellung der Tabellen zeigte sich, daB die Schwankungs- 
breite der Milchséure in Beziehung zur Wachstumszunahme an Fibro- 


blastenkulturen sehr groB ist. Es fiel auf, daB die Milchsiuremenge 


in den Kulturen, die man nach der Laboratoriumserfahrung als langsam 
wachsend bezeichnete, besonders hoch war. Wir teilen deshalb die 
Kulturen in zwei Gruppen, gut und langsam wachsende Kulturen ein 
Wir grenzen diese beiden Gruppen objektiv dadurch voneinander ab, 
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Tabelle III. 


Milchséurebildung bei Hithnerfibroblastenkulturen (gut wachsende Kulturen.) 








Nr. 


Kulturs 
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12 592 
12 596 
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4199 
4201 
4 203 
11 616 
12 314 
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12 589 
12 597 
12 902 
12 907 
13 139 
13 142 
13 600 
13 602 
6 400 
6 404 
6 405 
6 408 
6 409 
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11 618 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





. Wachstumss | Kultur. Michsaure 
Nr. | “i dauer groBe a m ™ .100 

I r. a 

Tage qmm mg 
52 6406 7 75,9 1,00 1,31 
53 6407 7 15,0 1,12 0,99 
54 6410 7 171,6 0,70 0,98 
55 6411 7 13,0 0,86 0,76 
56 6414 7 178,3 0,96 1,22 

6415 7 82,3 0,88 1,07 


daB als gut wachsende Kulturen solche ang:sehen werden, deren tagliche 
GréBenzunahme 10 qmm iibersteigt. Diese Trennung in zwei Gruppen 
nach der Wachstumsgeschwindigkeit (a/t) erschien auch aus dem Grunde 
notwendig, Zusammenhinge zwischen dem Wachstum und der Milch- 
siureproduktion leichter zu erkennen. In Tabelle III sind alle gut 
wachsenden Kulturen zusammengestellt. Es ergibt sich aus der Tabelle. 
da8 in samtlichen untersuchten Kulturen Milchséurebildung gefunden 
wurde. Zur besseren Ubersicht tragen wir die Werte fiir die gebildete 
Milchsaure im Verhaltnis zur Wachstumszunahme in ein Koordinaten- 
system ein (Abb. 1). 
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Abb. 1. 
Verhaltnis der Milchsadurebildung zur Wachstumszunahme bei gut wachsenden 
Hiihnerfibroblasten. Ordinate: Milchsaure in mg. Abszisse: Wachstumszunahme 


in qmm. Die Versuchsdauer ist durch die verschiedene Markierung gekenn- 
zeichnet: 1.Tag +, 2.Tag X, 3.Tag 0, 4.Tag ©, 5. Tag J, 7.Tag A. 


Aus Abb. 1 ergibt sich, daB die Milchsiuremenge, wie ja ohne 
weiteres anzunehmen ist, mit der GréBe der Kultur zunimmt, dab 
aber die Schwankungsbreite der Werte eine betrachtliche ist. 
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Die Beziehung des Quotienten m/a.100 zur Zeit ergibt sich aus 

der Abb. 2. Die Schwankungsbreite dieser Werte ist groB, der Minimal- 
wert liegt etwa bei 0,3, der Maximalwert bei 1,3. Die meisten Werte 
gruppieren sich allerdings um einen Mittelwert von 0,9. Der Durch- 
schnittswert dieses Quotienten steigt mit der Zeit an. Der Grund 
hierfir kann auf verschiedenen Dingen beruhen, z. B. kann er durch 
Anderung der Wachstumgeschwindigkeit oder auch durch die Versuchs- 
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Abb. 2. 


Verhaltnis des Quotienten m/a.100 zur Zeit bei gut wachsenden Hiihnerfibro- 
Milchsaure mg 
Wachstumszunahme qmm 
(0) Durchschnittswert an den einzelnen Tagen. 


blasten. Ordinate: 10%. Abszisse: Zeit in Tagen. 


dauer bei konstanter Wachstumsgeschwindigkeit beeinfluBt werden. 
In Abb. 3 tragen wir die Werte fiir (m/a.100) zur Wachstums- 
geschwindigkeit ein. Bei dieser Kurve ist zu bemerken, da® in ihr 
nicht nur die in Tabelle I wiedergegebenen Werte fiir gut wachsende 
Kulturen angegeben sind, sondern auch die schlecht wachsenden 
Kulturen (Tabelle T1Va und IVb) verwandt worden sind. Es ist aus 
dieser Abbildung zu ersehen, daB (m/a.100) mit der Wachstums- 
geschwindigkeit abnimmt. Die Milchsiurebildung bei einer gegebenen 
KulturgréBe ist demgemai8 um so kleiner, je kiirzer die Zeit zur Er- 
reichung dieser GréBe war. Um den EinfluB der Versuchsdauer 
unabhangig von der Wachstumsgeschwindigkeit in klarerer Weise zu 
demonstrieren, geben wir in Abb. 4 die Werte von (m/a. 100) im Ver- 
haltnis zur Versuchsdauer von Kulturen, deren Wachstumsgeschwindig- 
keit (a/t) konstant ist. Auch hier ist ein deutlicher Gang der Milchsaure- 
bildung zu erkennen. Die Milchsdurebildung ist also um so hoher, 
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je alter eine Kultur bei gleicher Wachstumsgeschwindigkeit wird. Dj: 
groBe Schwankungsbreite der Einzelwerte bei all diesen Darstellung. 
formen zeigt, da8 diese Erklarungsméglichkeiten nicht die vollkommen: 
Darstellung aller Faktoren bieten, die die Milchséurebildung in Fibr: 
blastenkulturen beherrschen. Wir versuchten, die Resultate weiterhin 
durch Beriicksichtigung der Form 
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Abb. 3. Abb. 4. 

Beziehung des Quotienten m/a.100 zur mja.100 im Vergleich zur Zeit bei gleicher 
Wachst hwindigkeit a/t. Zeichen Wachstumsgeschwindigkeit (a/t = konst. = 10-12) 
” wie ‘bei Abb. a, . Milchsaure mg 

d : - 100. 
Ordinate: Milchsaure mg - 100. ae Wachstumszunahme qmm an 
* Wachstumszunahme qmm : Abszisse: Tage. 
, Wachstumszunahme qmm 
Abszisse: : 





Wachstumsdauer Tage 


Stellen wir in gleicher Weise wie fiir gut wachsende Kulturen dic 
Milchsaurewerte fiir langsam wachsende Kulturen zusammen, so zeigt 
sich, daB (m/a.100) bei diesen erheblich héher liegt, als bei jenen. 
In Tabelle IVa und IVb sind die Milchsiurewerte in gleicher Weise 
wie in Tabelle III zusammengefaBt. Es handelt sich bei diesen Daten 
ebenfalls um Fibroblastenkulturen verschiedener Herkunft. Das 


Wachstum ist teils aus uniibersichtlichen Griinden langsamer. 
d.h. die Kulturen befanden sich unter den iiblichen Kultur- 
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bedingungen, unter denen im allgemeinen ein wesentlich gréBeres 
Flachenwachstum erfolgt (Tabelle [Va). Bei einer Reihe der Kulturen 
ist die Wachstumsgeschwindigkeit durch Herabsetzung der zugesetzten 
Menge Embryonalextrakt bedingt (Tabelle IVb). Die Konzentration 
betragt etwa 2,5°%, des konzentrierten Extraktes. Die Fibroblasten 
sowohl aus Herz wie aus Knorpel wachsen unter diesen Umstianden 
nur etwa 1/, bis 14 so schnell wie bei 15%, des konzentrierten Extrakts. 
Die maximale Flachengré8e der Kulturen ist wesentlich kleiner. Mor- 
phologisch verhalten sich die Zellen gleich. In der meist angewandten 
Ziichtungszeit von 3 bis 5 Tagen treten Degenerationserscheinungen, 
besonders Granulierung der Zellen nicht friiher ein als bei den mit 
15°, Embryonalextrakt geziichteten Kulturen. In den meisten Fallen 
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Abb. 5. Abb. 6. 
Verhaltnis der Milchsaurebildung zur Wachstums- Verhaltnis des Quotienten mja.100 zur 
zunahme bei lang: wachsenden Hiihnerfibro- Zeit bei langsam wachsenden Hiihner- 
blasten. fibroblasten. 
Ordinate: Milchsaéure mg. : ' Milchsaéure mg 
Abszisse: Wachstumszunahme qmm. Ordinate: W achstumszunahme qmm = 


Abszisse: Tage. 


sehen sogar die Zellen mit weniger Embryonalextrakt langere Zeit gut 
aus als die anderen. Unabhangig von den Bedingungen, die das langsame 
Wachstum verursachen, ist in allen diesen Kulturen eine erhebliche 
Erhéhung des Quotienten (m/a.100) festzustellen. Der Durch- 
schnittswert m/a . 100 liegt fiir diese Kulturen bei 1,8, wahrend er bei 
den rasch wachsenden bei 0,9 liegt. Aus Abb. 5, die die Milchsiurewerte 
im Verhaltnis zur Wachstumszunahme enthilt, ergibt sich, daB auch 
hier eine Erhéhung im Verhaltnis zur GréBe vorliegt. Auch ist eine 
gewisse Abhangigkeit der Milchsiuremenge von der Zeit vorhanden, 
wie aus dieser Abbildung und aus Abb. 6, die den Quotienten im Ver- 
haltnis zur Versuchsdauer enthalt, hervorgeht. Die Milchsdurebildung 
im Verhaltnis zur Wachstumszunahme zeigt eine gewisse Erhéhung 


Tabelle IVa. 





Milchséurebildung bei Hiihnerfibroblastenkulturen (langsa;); 
wachsende Kulturen). 
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Tabelle IVb. 
Milchséurebildung bei langsam wachsenden Hiihnerfibroblastenkulturen. 
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mit der Zeit an. Fiir eine weitere Auswertung schienen die vorliegenden 
Daten noch nicht zahlreich genug zu sein, auBerdem ergab sich, daB 
wahrscheinlich die individuellen Faktoren fiir die Milchsdiurebildung 
eine noch weniger itbersichtliche Bedeutung haben, wie bei den gut 
wachsenden Kulturen. 
Tabelle V. 
Milchséurebildung bei Halften von Hiihnerfibroblastenkulturen bei gleicher 
Wachstumsdauer und gleichen Wachstumsbedingungen. 





| Wachstums- Kultur- Milchsaure 
Nr. KultursNr. | dauer groBe a m i 0 
Tage qmm mg ” 
1 6893 3 43,6 0,29 0,46), 
2 6894 3 37,4 0,14 0,38 | 
3 6331 3 31,0 0,36 1,2 | 
4 6330 3 30,0 0,30 1,0 | 
5 4198 3 27,5 0,18 0,65) 
6 4199 3 32.4 0,13 0,43] 
7 3901 4 74,1** 0.41 0,55) 
8 3902 4 45.7 0,49 1,02} 
9 6606 3 14,4 0,25 1,5 | 
10 6697 3 14,3 0,25 1,8 | 
1] 6095 4 20,0 0,25 1,3 ) 
12 6096 4 11,3 N18 1,6 | 
13 4362 5 15,8 0,43 2.6 | 
14 4363 5 23,1 0,51 232 | 
15 4999 5 22,0 0,55 2.5 | 
16 5000 5 15,4 0,46 2,9 | 


* Die Klammer umfais! die aus einer Kultur angelegten Halften. 
** Besonders groBer Wert. 


Um die vorhin gegebene Auffassung tiber die Ursache der Schwan- 
kungsbreite der Milchsdurewerte zu stiitzen, stellen wir in Tabelle V 
solche Kultur zusammen, die, durch Teilung aus einer Kultur gewonnen, 
nach der gleichen Zeit auf Milchsaéure verarbeitet wurden. Es ergibt 
sich hieraus, da8 in Ubereinstimmung mit unserer Ansicht der Unter- 
schied zwischen dem Milchséurewert von Kulturhalften, bei denen 
gleiche GréBe und gleiche Wachstumsgeschwindigkeit vorhanden ist, 
nicht groB ist, da& aber zwischen den verschiedenen Kulturpaaren 
etwa die gleiche Schwankungsbreite wie im allgemeinen angegeben, 
besteht. In einzelnen Fallen, in denen das Wachstum zweier Halften 
ungleich war, fand sich der héhere Quotient meist in der Kultur- 
halfte mit geringerem Flichenwachstum. In der gleichen Richtung 
sprechen Versuche, in denen Kulturen in vier gleiche Teile geteilt 
wurden und die aus ihnen geziichteten Kulturen nach verschieden 
langer Ziichtungsdauer auf Milchsdurebildung untersucht wurden. 
Wachsen die Kulturen gleich gut, so sind die Werte fiir die Milchsaure- 
bildung im Verhaltnis zur Wachstumszunahme nach langerer Zeit 
relativ héher. Dieses gilt ebenso fiir Fibroblasten wie fiir das Ratten- 
sarkom Crocker X. 
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Tabelle VI. 
Milchséurebildung bei Tochterkulturen einer Ausgangskultur mit verschie don 
langer Versuchsdauer. Nr. | bis 6 Hithnerfibroblasten, Nr. 7 Crocker X 





KulturgréBe am Tage Milch- 
. saure m 


Nr. 8 en ae Ay ae a! SRE ss ‘ : 
1 (3)* 2 (5) 3 (9) mg 


12 586 0,6 ; — _ - 0,02 0,28 
12587 0,6 ; 22.1 : 0.19  O.861,, 
12 588 0,4 ; 20,6 38,9 0,29 0,75 
12 589 0.5 ,$ 23,7 39,5 0,53 1,13 
12 590 0,2 ; — —- - 0,04 0.46 
12 591 ; 23,8 _ 0.08 0,34 
12 592 B 8, 9,7 31,1 0,38 1,22 
12 593 0 | 192 | 310 | 365 | 048 § 1,31 
12 594 0,8 : . 0.06 0.72 
12 595 0,8 _ 0,10 0,48 
12 596 0,8 28,8 0,26 bp 
12 597 0.9 39,0 0,33 = 0,69 


12 901 0,8 at 0,26 = 0,95) 
12 902 0,8 39,8 0,49 1,04{ 


12 995 1,1 in 0.12 0,47) 
12 907 1.0 | 32, 40,6 0.57 1,28) 


14 418 0,4 5, — 0,12 2,35) 
14 420 0,2 9, B - 0,17 1,14} 
14 419 0,3 14, 2% 0,31 1,04 


14114 0,2 _ - 
14 117 0,2 13,2 — 0,32 2,42 
14115 0,2 121 | 21,3 : 1,04 4,88} 

* (3) die eingeklammerten Zahlen fiir die Tage geben die Wachstumsdauer fiir die Crocker: 


kulturen. 
** Die Klammer umfaft die Werte der Kulturen, die aus einer Mutterkultur angelegt sind 
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Tabelle VII. Milchséurebildung beim Ansetzen einer verschiedenen 
Anzahl gleich groBer Teile einer Stammkultur in einer Flasche. 





Kulture | Milchsaure 
Zahl der gréBe a pa ™ | 100 m 


Kulturen qum | mg a Anzahl der Kulturen 


Nr. KultursNr 


9 128 
9 129 
9 130 
9 131 
9 837 
9 839 
9 840 
9 841 


10 140 


12,1 0,19 
36,1 0,64 


12,3 0,15 
46,5 0,72 


19,1 0,23 
30,6 0,31 | 
58.0 0,57 0,19 
2008 1,10 0,14 
32,7 0.24 0,74 0,24 
10 141 14,2 0,12 0,85 0,12 
10 142 51.4 031 0,60 0,16 { 
10 143 96,6 0,65 0.67 0,16 


* Die Klammer umfaBt die aus einer Kultur angelegten Tochterkulturen. 
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0,95) 
1,04 
0,47) 
1,28] 
2,35) 
1,14} 
1,04 
3,12) 
2,42 
4.88] 


Crocker: 


a 


legt sind 
enen 


he. 


Kulturen 


| 





Milchsaéurebildung in Gewebekulturen. 411 


Keinen sicheren EinfluB auf das Verhaltnis Milchsaurebildung 
zu Wachstumszunahme hat die Zahl der aus einer Kultur angelegten 
Stiicke. Werden in einer Flasche drei Viertel einer Kultur, in einer 
anderen ein Viertel angesetzt, so ist der Wert m/a.100 in beiden 
Flaschen meistens ziemlich gleich. 

Daf in diesem Falle auch der Quotient Milchsaure durch Anzahl 
der Kulturen ziemlich konstant ist, liegt daran, daf das Wachstum 
aller von einer Kultur abstammenden Tochterkulturen in gewissen 
Grenzen gleich ist. 

Rattenfibroblasten. 

Morphologisch bieten die Rattenfibroblasten vom Unterhaut- 
zellgewebe ein anderes Bild als die Hiihnerfibroblasten. Die Einzel- 
zelle ist etwas plumper und nicht so gestreckt wie die Hiihnerzelle. 
Das Wachstum ist meist langsamer als bei Hiihnerfibroblasten und 
die Anordnung der Zellen um das Zentrum nicht so ausgesprochen 
strahlig wie bei diesen. Die maximal erreichte GroBe der Flaschenkultur 
ist bei ihnen meist kleiner als bei Hiihnerfibroblasten. 


Tabelle VIII. 


Milchséurebildung bei Rattenfibroblasten. 





Wachstums- Kultur. Milchsaure 
Nr. Kultur-Nr. dauer groBe a m ™ . 100 
Tage qmm mg z 
1 12 533 4 30,4 0,38 1,25 
2 12 535 4 23.6 0,10 0,42 
3 12 991 5 17,7 1,14 0,29 
4 12 992 5 10,8 0,09 0,83 
5 12 995 5 30.6 0,75 2.45 
6 12 996 5 28,3 0,27 0,95 
7 13 293 6 20,5 0,15 0,73 
8 8 701 7 25.8 0,83 3,22 
9 13 376 9 28,2 0,13 0,46 
10 9 485 4 9,2 0,14 1.52 
11 13 518 8 10.5 0,06 0,57 
12 13 515 8 7,6 0,08 1,05 


Tabelle VIII gibt die an Rattenfibroblasten ermittelten Milch- 
siurewerte. Die GréBenordnung der Milchsaiurebildung ist der bei 
Hiihnerfibroblasten gefundenen ahnlich. Der Durchschnittswert ist 
etwas héher, auch kommen einzelne herausfallende Werte vor, die 
wahrscheinlich dadurch bedingt sind, daB es bei Rattenfibroblasten 
nicht so leicht ist, gleichmaGBig gute Kulturen zu erhalten, wie bei 
Hihnerfibroblasten. Deutlich ist wiederum der Unterschied des 
Quotienten zwischen langsam und gut wachsenden Kulturen. Der 
Durchschnittswert der ersten ist héher als derjenige der gleichen 
Kategorie Hiihnerfibroblasten. 
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Bésartige Fibroblasten. 


Zum Vergleich mit Hiihnerfibroblasten waren Untersuchungen 
von Hiihnersarkom erwiinscht gewesen. In dieser Richtung sind bereits 
Bestimmungen von Wind (6) ausgefiihrt. Das Rows Sarkom laBt sich 
jedoch nicht gut fiir Versuche verwenden, in denen eine Funktion in 
Beziehung zur GréBe der Kultur gesetzt werden soll. Da es nach kurzer 
Zeit das Kulturmedium verfliissigt und auBerdem zur Weiterziichtung 
normales Hihnergewebe zugesetzt werden muB, ist eine Entscheidung 
iiber die GréBe einer Kultur und den Teil, der von bésartigem Gewebe 
gebildet wird, nicht méglich. Wir untersuchten deshalb das Ratten- 
sarkom Crocker X. Dies laBt sich als Deckglaskultur und in der Flasche 
gut ziichten. Es verfliissigt nicht. Auch nach langdauernder Ziichtung 
in vitro behalt es seine Bésartigkeit unveraindert bei. Die Zelle ist 
plump, meist etwas dreieckig mit relativ groBem Kern, das Wachstum 
ist ziemlich langsam und recht gleichmaBig. Die maximale Kultur- 
gréBe ist derjenigen der Rattenfibroblasten ahnlich, doch ist die 
Wachstumsgeschwindigkeit meist kleiner. Gegeniiber den normalen 
Fibroblasten ist auBerdem die Periode gleichmaBigen Wachstums von 
langerer Dauer. 


Tabelle IX. 


Milchséurebildung bei Rattensarkom Crocker X. 





¥ 
Wachstums:s Kultur- Milchsaure ~ 
Kultur-Nr. dauer gréBe a m - 100 Bemerkungen 
Tage qmam mg ” 


I 


15,8 0,37 
12,9 0,52 
12,1 0,48 
0,33 
0,20 
0,28 
0,32 
0,76 
0,59 
0,49 
0,98 
1,28 
0,89 
0,62 
0,76 
1,04 
0,14 
0,32 
0.5 

0,43 
0,61 
0,17 
1,52 
1,55 


9 487 
12 539 
12 541 
13 000 
13 003 
13 004 
14117 
10 424 
10 845 
13 297 

8 703 
10 604 
10 605 
10 846 
13 519 
14115 
14114 
12 999 
11 261 
11 888 
13 522 
13 520 
10 844 
10 847 
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Tabelle IX ergibt die festgestellten Werte. Das Verhiltnis der 
Milchséurebildung zur Wachstumszunahme liegt fiir gut wachsende 
Kulturen im Durchschnitt bei 3,3, fiir schlecht wachsende bei 5,3. 
Die Werte sind fiir gut und langsam wachsende Kulturen wesentlich 
hoher, doppelt, meist dreifach so hoch, wie bei Hiihner- und Ratten- 
fibroblasten. Die Einzeichnung (Abb.7) der Werte der gebildeten 
Milchsauremenge im Verhaltnis zur KulturgréBe zeigt, daB die Milch- 
siurebildung im wesentlichen von der GréBe der Kultur abhangig 
ist. Fir die Auswertung der Wachstumsdauer und Wachstums- 
geschwindigkeit in Beziehung zur Milchsaiurebildung sind die an- 
gegebenen Werte nicht zahlreich genug. 


Epithelgewebe. 
Normales Epithel, Hiithneririsepithel. 

Hiihneririsepithel wachst in der Carrelflasche an der Oberflache 
des Plasmagerinnsels in schénen gleichmaBigen Membranen aus. Die 
Wachstumsgeschwindigkeit ist geringer als bei Hiihnerfibroblasten, 
doch erreicht die maximale GréBe oft betrachtliche Werte. Aus auBeren 
Griinden konnten wir mit diesem Gewebe nur eine geringe Zahl von 
Versuchen ausfiihren. 





Tabelle X. 
Milchsaéurebildung bei Hiihneririsepithel. 
Wachstums- Kulture Milchsaure o 
Nr. Kultur-Nr. dauer grébe a m - 100 
Tage qmm mg . 
1 12 047 3 23,5 0,10 0,47 
2 12 053 3 27,6 0,22 0,80 


Tabelle X besagt, daB die GréBenordnung der Milchsaurebildung 
derjenigen gut wachsender Hiihnerfibroblasten entspricht, also 
niedrig ist. { 

Bésartiges Epithel. 


Mdusecarcinom. 


Als bésartiges Epithe] stand uns der von A. Fischer angelegte 
Stamm aus dem Fhrlichschen Mausecarcinom zur Verfiigung. Dieser 
ist in Deckglaskulturen etwa 260 Passagen geziichtet. Die Art seines 
Wachstums geht aus der Arbeit von Fischer, Demuth, Laser und Meyer (7) 
hervor. Fiir die Weiterziichtung verwandten wir, wie tiblich, Zusatz 
von embryonalem Miausegewebe. Fiir die Versuche wurden nur solche 
Kulturen verwandt, die reines Carcinomepithel enthielten. Die 
Wachstumsgeschwindigkeit des Carcinoms ist ziemlich klein. Die 
Epithelmembranen wachsen meist erst am zweiten Tage aus. Die 
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maximal erreichte Wachstumeflache ist kleiner als die von Fibroblasten, J wese 
die Periode gleichmaBigen Wachstums meist wesentlich langer. Die 


Tabelle XI. Milchsiurebildung bei Mausecarcinom. Dahlemer Stamm. hang 
und 





Wachstums- Kulturs Milchsaure 
Nr. KultureNr. dauer groBe a m - 100 Bemerkungen 
Tage qmm mg Einz 
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10 064 
12 059 
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Abb. 7. Abb. 8. 
Verhiltnis der Milchsaurebildung zur Wachs- Verhaltnis der Milchsaurebildung zur 
tumszunahme beim Rattensarkom Crocker X. Wachstumszunahme beim Mauses 
Ordinate: Milchsaéure mg. carcinom. 
Abszisse: Wachstumszunabme qmm. Ordinate: Milchséure mg. 
Abszisse: Wachstumszunahme qmm. 


Tabelle XI enthalt die Milchsiurewerte der untersuchten Kulturen. 
In Abb. 8 sind diese im Verhaltnis zur Wachstumszunahme eingetragen 
Es ergibt sich daraus, daB die Durchschnittswerte der Milchsaurebildung 
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wesentlich héher liegen als fiir alle bisher beschriebenen Kulturen. 
Die Milchsiurebildung ist im wesentlichen von der KulturgréBe ab- 
hangig. Es besteht kein ausgesprochener Unterschied zwischen langsam 
und schnell wachsenden Kulturen, was vielleicht darauf beruht, dab 
bei Carcinom langsames Wachstum auch bei gutem Zustand der 
Einzelzellen erfolgt. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Das am meisten auffallende Ergebnis dieser Untersuchungen ist, 
daB in allen Kulturen der untersuchten Zellstamme unter den an- 
gewandten Bedingungen Milchsaure gebildet wird. Die erste Uberlegung, 
diese Beobachtung zu deuten, schien die Annahme einer mehr oder 
weniger starken Anaerobiose in der Flaschenkultur zu sein. Um dies 
zm prifen, setzten wir Kulturen in Carrelflaschen-ahnliche Glas- 
gefaBe und schiittelten diese wihrend eines groBen Teiles der Ziichtungs- 
zeit, etwa 30 bis 36 Stunden von 55 bis 60 Stunden im Thermostaten. 
Geschiittelt wurde in Luft- und in Sauererstoffatmosphare. Zu diesen 
Versuchen nahmen wir nur so viel Plasma, daB der Boden des GefaBes 
mit einer Schicht bedeckt war, die 0.2 mm nicht iiberschritt. Dann 
muBte bei ausreichender Schiittelung die Sauerstoffversorgung geniigen, 
wenn nicht besondere Diffusionshindernisse in Gewebekulturen vorliegen. 
Die eingesetzte Kultur ragte meist sogay aus dem Plasmagerinnsel 
etwas heraus, die Zellen wuchsen schon sehr dicht unter der Oberflache 
des Koagulums. Man sollte annehmen, daf unter diesen Bedingungen 
die Milchsiurebildung zum Teil oder ganz unterdriickt wiirde, falls 
die Milchsaéurebildung durch Anaerobiose bedingt wird. Die Kulturen 
vertragen das Schiitteln gut, sie wachsen etwa in derselben GréBe wie 
ohne Schiittelung und sehen nach 3 Tagen gesund aus. 


Tabelle XII. 


Milchséurebildung bei Fibroblastenkulturen bei Schiittelung in Luft- oder 
Sauerstoffatmosphare. 








Wachstumss Kultur- Milchsaure 

Nr, Versuchsdatum dauer groBe a m 2: . 0 Bemerkungen 

1929 Tage qmm mg : 
1) 2. bis 5. IL. 3 39,9 0,46 1,06 ow 
2 3 49.1 0,44 0,9 = 
8 13. bis 16. II. 3 39.9 0,38 0,97 i 
4 3 35,7 0,34 0,95 ‘Site 
5 3 41,3 0,38 0.93 | om 
6 3 47,3 0,36 076 ij ~ 
7 22. bis 25. IV. 3 21,2 0,25 1,2 o 
s 3 22,2 0,23 1,03 2 
9 | 3 22.2 0,28 1,03 
10 | 3 19.9 0,23 1,15 | ee 
11 | 80. IV. bis 2. V. 3 17,6 0,19 1,08 | 14 
12 || 3 23,5 0,22 0,98 
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Die in Tabelle XII zusammengestellten Werte, die eine auffalle:de 
Ubereinstimmung zeigen, ergeben, daB eine Herabsetzung der Milch. 
siurebildung nicht vorliegt. Die Werte der Milchsaurebildung liegey 
etwa in der GréBenordnung der bei gut wachsenden Kulture 
gefundenen. Es scheint die bei der Flaschenkultur nach Carr! 
vielleicht vorhandene Anaerobiose nicht oder doch nicht allein die 
Ursache der Milchsaurebildung zu sein. 

Eine weitere Méglichkeit, die Milchsiurebildung in den Kulturen 
normaler Zellen zu erklaren, ist dadurch gegeben, daB man _ eine 
Schadigung der Zellen durch die Ziichtungsbedingungen annimmt 
Diese Méglichkeit ist nicht ohne weiteres von der Hand zu weisen. 
Doch ist es schwierig zu erklaren, warum Zellen, die sich ohne Anzeichen 
von Degeneration bewegen, auswandern, sich teilen und somit Zeichen 
eines aktiven Lebens bieten, eine Schidigung in sich tragen sollen 
Anzeichen einer solchen Schadigung sind jedenfalls aus den morpho. 
logischen Beobachtungen nicht zu ersehen. Da®B Schadigung der Zelle 
Milchsaurebildung hervorrufen kann, soll damit natiirlich nicht 
abgeleugnet sein. Wir konnten weiterhin zeigen, daB die Wachstums. 
geschwindigkeit einen EinfluB auf die GréBe der Milchsaurebildung 
hat, und zwar so, daB bei gréBerer Wachstumsgeschwindigkeit dic 
Milchsaurebildung pro Wachstumszunahme kleiner ist. Dies kénnte in 
derselben Richtung sprechen, daB bei langsam wachsenden Kulturen 
die sich in der verlangsamten Wachstumsgeschwindigkeit ausdriickende 
Schidigung die Ursache der erhéhten Milchsaéurebildung ist. Auf 
die Méglichkeit eines Einflusses der Milchsiurebildung auf das Wachstum 
soll spater eingegangen werden. 

In keiner Weise kénnen aber diese bisher besprochenen Erklarungs- 
méglichkeiten die Unterschiede in der Milchsiuremenge, die zwischen 
normalen und bésartigen Geweben bestehen, erklaren. Es ist woh! 
eine sehr unwahrscheinliche Annahme, daB die bésartigen Gewebe 
unter den Ziichtungsbedingungen stets mehr geschadigt werden als 
die normalen. Die Unterschiede zwischen den untersuchten Geweben 
sind so betrachtlich, daB wir die Mehrbildung an Milchsaure pro Flachen- 
einheit bei bésartigen Geweben nicht auf zufallige Ereignisse zuriick- 
fiihren kénnen, sondern die Annahme fiir wahrscheinlich halten, dab 
die bésartigen Gewebe in vitro ebenso wie ihre Bésartigkeit auch ihren 
Stoffwechseltyp beibehalten. Wie wir schon bei Fibroblastenkulturen 
gesehen haben, ist die Milchsiurebildung bei langsam wachsenden 
Kulturen stets gréBer als bei schnell wachsenden. Betrachten wir nun 
simtliche untersuchten Gewebe, sowohl normale als auch bésartige. 
nach ihrer Wachstumsgeschwindigkeit, so ist auffallend, daB samtliche 
Gewebe scheinbar unabhaingig von ihrem normalen oder bésartigen 
Charakter eine gewisse umgekehrte Proportionalitat zwischen Zunahme 
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der Flache und Milchsaurebildung zeigen. Die Zahl der gesammelten 
Daten ist vielleicht noch zu gering, um zwischen diesen beiden Faktoren 
einen ursichlichen Zusammenhang anzunehmen, doch méchten wir 
auf diese Méglichkeit hingewiesen haben. 

Bei dem Vergleich der Milchsiurebildung von bésartigen und nor- 
malen Geweben kann vielleicht der Einwand erhoben werden, da8 aus der 
gemessenen Zunahme des Wachstumsareals sich die Massenzunahme der 
Kultur nicht ergibt. Die Méglichkeit, daB bei Fibroblastenkulturen die 
Unterschiede, die zwischen schnell und langsam wachsenden Kulturen 
derselben Art bestehen, durch Verschiedenheit der Dicke dieser Kulturen 
bedingt sind, miissen wir als méglich ansehen. Doch scheint aus vor- 
liufigen Untersuchungen, in denen das Gewicht der Kulturen bestimmt 
wurde, hervorzugehen, daB die Unterschiede auch bei Bestimmung der 
Masse der Kultur vorhanden sind. Die Unterschiede zwischen den ver- 
schiedenen Gewebearten lassen sich durch die Einfiihrung von Dicken- 
differenz nicht erklaren. Bei gut wachsenden Carcinomen besteht der 
gréBte Teil der ausgewachsenen Membran aus einer, héchstens zwei 
Zellagen. Bei Crocker X und bei Fibroblasten sind meist zwei oder 
mehrere Zellagen vorhanden. Bei gut wachsenden Kulturen ist das 
Mittelstiick nicht wesentlich dicker als die tibrige Kultur und nimmt 
bei allen Kulturen im Verhaltnis zur ganzen Kultur ungefahr den gleichen 
Teil ein. Nach diesen Uberlegungen ist es anzunehmen, daB eine gleich 
gerichtete Verschiedenheit der Dicke bei den einzelnen Gewebearten 
nicht besteht, daB dadurch die gefundenen Unterschiede erklart werden 
kénnen. Wenn wir auch dieses vorlaufig nicht vollkommen beweisen 
kénnen und manche Unsicherheiten offen lassen miissen, so sind wir 
doch der Ansicht, daB im wesentlichen die aus dem mitgeteilten Versuchs- 
material gezogenen Schliisse die Tatsachen richtig deuten. 


Zusammenfassung. 


Die Milchsiurebildung wird unter den Bedingungen der Flaschen- 
kultur nach Carrel fiir Hiihnerfibroblasten von Herz und Knorpel, 
Rattenfibroblasten, Rattensarkom Crocker X, Hiihneririsepithel und 
Mausecarcinom bestimmt. 

Hiihnerfibroblasten, Rattenfibroblasten und Hiihneririsepithel 
bilden im Verhaltnis zur Wachstumszunahme erheblich weniger Milch- 
siure als Rattensarkom und Mausecarcinom. 

Bei Hiihnerfibroblasten ist der Quotient Milchsiure mg/Kultur- 
gréBe qmm von der Wachstumsgesc..windigkeit und von der Ver- 
suchsdauer abhangig. 

Je schneller eine Kultur eine gegebene GréBe erreicht, desto ge- 
ringer ist der Quotient. Bei gleicher Wachstumsgeschwindigkeit steigt 
der Quotient mit der Lange der Versuchsdauer an. 
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Bei langsam wachsenden Fibroblasten, bei Rattensarkom und 
Mausecarcinom ist die gebildete Menge Milchséure im wesentlichen 
von der GréBe der Kultur abhingig. Eine einfache Beziehung :w 
Wachstumsgeschwindigkeit oder zur Wachstumsdauer ist noch nicht 
erkennbar, da anscheinend individuelle Faktoren, die unabhangig von 
diesen Gréfen sind, die Milchsdiurebildung ausschlaggebend be. 
einflussen. 
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Untersuchungen iiber Agar. 


Von 
Max Liidtke. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. Mai 1929.) 


Agar, ein Produkt, das aus verschiedenen Meeresalgen durch 
Extraktion mit heiBem Wasser gewonnen wird, ist wiederholt Gegen- 
stand der Untersuchung gewesen. 


A. Payen' gab der Substanz wegen der starken Gelatinierungs- 
fihigkeit den Namen Gelose. R. W. Bauer? wies darin Galaktose nach. 
J. Kénig und J. Bettels* bestimmten ihre Menge nach der Schleimsiure- 
methode zu etwa 33°. Diese Forscher fanden auBerdem 19 bis 22 °, 
Wasser, 2,5 bis 6,1 °% Protein, 0,6 bis 0,8°%, Fett, 63 bis 70°, Kohle- 
hydrate, darunter 3°, Pentosane, 0,4°%, Rohfaser sowie 3,4°, Asche. 
Die Mineralstoffe sind zum Teil erst durch die Fabrikation in das Pro- 
dukt gelangt; denn M. Dominikiewicz* sowie C. R. Fellers® fanden an- 
haftende freie Schwefelsdiure, die von der kiinstlichen Bleiche durch 
Schwefeldioxyd herriihrt. Erst C. Newberg und H. Ohle® haben bewiesen, 
daB im Agar organisch gebundene Schwefelséure vorhanden ist, und 
zwar in Gestalt einer Ester-schwefelsiure. Diese Feststellung ist von 
M. Samec und V. Ssajevic? bestitigt worden; auch die Ergebnisse der 


1 A. Payen, C.r. 49, 521, 1859. 

2 R. W. Bauer, Journ. pr. (2) 30, 367, 1884. 

8’ J. Konig und J. Bettels, Zeitschr. f. Untersuchung d. Nahrungs- u. 
GenuBmittel 10, 457, 1905. 

4 M. Dominikiewicz, Centralb]. f. Bakt. Abt. 1, 47, 666, 1908. 

5 OC. R. Fellers, Chem. Centralbl. 1918, I, 642. 

® C. Neuberg und H. Ohle, diese Zeitschr. 125, 311, 1921. 

7 M. Samec und V. Ssajevit, Chem. Centralb]. 1922, I, 1113. 
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Untersuchungen anderer Meeresgewiichse durch B. Russel-Wells! sowie 
P. Haas und B. Russel -Wells? haben einen Beweis hierfiir geliefert 

Aus den Analysendaten des hydrolysierten Agars ergibt sich 
daB in diesem bei einem Reduktionswert von etwa 60°, etwa 30 
Galaktose vorliegen. Letztere wurde nach der Schleimsiaure- und eine; 
neuen Methode, bei der die d-Galaktose gravimetrisch als Methy! 
phenyl-hydrazon erfaBt wird, bestimmt (s. 8. 428). Hieraus geht hervor 
daB neben der Galaktose noch ein zweites reduzierendes Produkt 
im Agar in betraichtlicher Menge vorhanden sein muB. Durch quanti- 
tative Entfernung der Galaktose mittels Methyl-phenyl-hydrazin, di 
nach C. Neuberg® leicht méglich ist, und Beseitigung des iiberschiissigen 
Hydrazins mittels Benzaldehyd laBt sich eine reduzierende Fliissigkeit 
gewinnen, die, zum Sirup eingeengt, auch nach monatelangem Stehen 
nicht zur Kristallisation zu bringen war. Ebensowenig erlaubte dic 
Anwendung verschiedener Aldehyd-. und Keton-reagenzien die Iso 
lierung eines kristallisierten Kérpers. Die durch Fehlingsche Lisung 
und nach der Hypojoditmethode ermittelten Reduktionswerte waren 
etwa die gleichen, wodurch erwiesen ist, daB Ketosen, soweit sie sich 
analog der Fructose verhalten, als reduzierendes Agens nicht in Frage 
kommen. 


Ist das Hydrolysat des Agars mittels Schwefelsiiure gewonnen 
und diese durch Bariumcarbonat entferht worden, so enthalt das neutral 
reagierence Filtrat Barium. Dieser Bariumgehalt steigt durch Ent- 
fernung der Galaktose und Entfirbung der Fliissigkeit auf etwa 16' 
der Trockensubstanz, und durch Alkoholzusatz ]48t sich ein Produkt 
mit 28 bis 29°, Barium abscheiden. Wird das Erdalkali durch Schwefel- 
siure quantitativ entfernt, so bjeibt eine saure Fliissigkeit iibrig 
der sich durch Ather nur ein geringer Teil der Siure entziehen labt 
Im Atherextrakt ist wenig Ldvulinsdéure nachweisbar. Thre Menge 
ist jedoch viel zu gering, um die grobe Quantitaét der Base binden 
zu kénnen. Man geht wohl nicht fehl, sie als ein Umwandlungsprodukt 
der Galaktose zu betrachten. 


Wie aus der Tabelle 8. 427 ersichtlich, nimmt der Sauregehalt 
des Hydrolysats mit der Dauer des Erhitzens zu, gleichzeitig fallt 
der Reduktionswert, wihrend der Hydrazonwert nach Erreichung 
des Maximums ungefaihr konstant bleibt. Dies deutet darauf hin 
da8 die Saure kein primares Spaltprodukt ist, sondern erst aus der 
zweiten reduzierenden Substanz entsteht. Doch soll die andere Még- 
lichkeit, daB die Saure in gebundenem Zustand als solche vorliegt. 


1 BR. Russel-Wells, Biochem. Journ. 16, 578, 1922. 
2 P. Haas und B. Russel-Wells, ebendaselbst 17, 696, 1923. 
* C. Neuberg, diese Zeitschr. 8, 519, 1907. 
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vorlaufig noch nicht ausgeschlossen sein. Eine Substanz von der Art 
der Uronséuren kann nicht in Frage kommen, da nennenswerte Furfurol- 
abspaltung bei der Salzsdure-destillation sowie Naphthoresorcinreaktion 
nicht zu beobachten sind!. 


Die Menge dieser Saiuren betragt bei normaler Hydrolyse, aus 
dem Bariumgehalt unter Zugrundelegung eines Molgewichts entsprechend 
(,H,O, Ba errechnet, etwa 25°, des Trockengewichts. Vorausgesetzt, 
daB der enzymatische ProzeB denselben Weg einschlagt wie die Saure- 
hydrolyse, ist nicht ausgeschlossen, daB das Sauerwerden der Agar- 
nihrbéden neben der hierfiir schon von Newberg und Ohle (|. c.) ver- 
antwortlich gemachten, urspriinglich organisch gebundenen Schwefel- 
siure auch auf Abspaltung dieser Substanz zuriickzufiihren ist, soweit 
diese Saéuren nicht durch anorganische Basen gebunden werden. 


Die Schwefelverbindung, deren S-Gehalt etwa 1 bis 12°, vom 
Trockengewicht des Agars betriigt (nach der Salzsaurehydrolyse als 
Bariumsulfat bestimmt), kann diesem durch 3°,iges Ammoniak 
oder vollstandiger durch ammoniakalisches Wasserstoffperoxyd ent- 
zogen werden. Aus dem Extrakt lat sich dann ein Praparat mit 3°, 
Schwefel gewinnen. Auch bei der Chlorbleiche geht die schwefelhaltige 
Substanz gréBtenteils in Lésung. An welcher organischen Verbindung 
der Schwefelsaiure-rest haftet, ist noch nicht anzugeben. 


In der Literatur findet sich die Angabe, daBb im Agar ein Galaktan, 
das 6-Galaktan, als wesentlichster Baustein vorkomme. Abgesehen 
davon, daB sich nur ein Drittel der Substanzmenge als Galaktose 
nachweisen |aBt, ist es nicht einmal sicher, ob itiberhaupt ein Galaktan im 
Agar vorhanden ist. Denn solange es nicht gelingt, Praparate her- 
zustellen, in denen der gréBte Teil der reduzierenden Substanz, also 
etwa 70 bis 80°, sich als Galaktose erweisen, wird man nicht gut 
ein Galaktan als Quelle dieser Substanz bezeichnen diirfen. Das ist 
aber weder bei den nachstehend aufgefiihrten, noch bei den Praparaten 
der Literatur der Fall. Es besteht deshalb beim Agar vorlaufig auch 
noch die Méglichkeit, daB die Galaktose mit dem zweiten reduzierenden 
Produkt oder der Saure chemisch verbunden ist. 


Nach Ansicht einiger Forscher ist Agar im wesentlichen eine 
Zwischenzellsubstanz der fadigen Zellen der Algen; demnach wire 
es pflanzen-physiclogisch mit dem Pektin vergleichbar, und Le Touzé* 
spricht es geradezu als Umwandlungsprodukt des Pektins an. Man 
sieht, daB auch in chemischer Beziehung gewisse Analogien bestehen. 


1 Worauf schon A. W.van der Haar, diese Zeitschr. 88, 205, 1918, 
hinweist. 
2 Le Touzé, Rev. gén. de Bot. 24, 33, 1912. 
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Versuche. 
1. Allgemeine Analysendaten. 

Feuchtigkeit. 1,1176g verloren im Hochvakuum bei 100° iiber P,0, 
0,2160 g = 19,33 %. 

Asche. 0,5076 g hinterlieBen 0,0112 g = 2,21%. 

Schwefel. 1,9124g Substanz geben 0,1342 g BaSO, = 1,19% S. 

Stickstoff: 0,864 g verbrauchen 2,50 ccm n/10 Schwefelsaéure = 0,41 %N. 

Pentosan-bestimmung.  1,7340g Substanz geben 0,03962 Furfuro|- 
phloroglucid = 0,0404 g Pentosan (Kréber) = 2,33°%. Das abgeschiedene 
und getrocknete Phloroglucid sieht braun aus, diirfte also zum gréBten 
Teile aus Hexosen stammendes Oxy-methyl-furfurol-phloroglucid sein. 
Ein Pentosangehalt ist praktisch nicht vorhanden. 

Galaktose-bestimmung. Nach der Schleimsiuremethode schwankende 
Werte. Hdéchstens 34,8%. 

Naphthoresorcin-reaktion. Negativ. 


2. Hydrolyse des Agars. 

50 g Agar (19,33°% Feuchtigkeit; 2,21% Asche) mit 1000 cem 5 %iger 
Schwefelséure 21% Stunden im siedenden Wasserbad erlitzt. Mit Barium- 
carbonat neutralisiert, filtriert, Riickstand dreimal mit heiBem Wasser 
ausgezogen, Filtrat und Waschwisser auf dem Wasserbad eingeengt, mit 
Tierkohle entfairbt, auf 500 ccm aufgefiillt. 


+ 2,20° . 100 


vane as de SMO, 
7,846.1 28,04 


[a]p = 


25cecm = 1,9615g gaben 1,00g Galaktose-methyl-phenyl-hydrazon! 
= 32,2% Galaktose auf Substanz berechnet. 

2cem = 0,1569g Substanz verbraachten 25,63ccm n/10 KMn0O, 
= 59,6% reduzierende Substanz (als Galaktose ber.). 

5cem = 0,3923 g Substanz gaben 0,0420g¢ BaSO, 6,3% Ba. 


3. Untersuchungen des Hydrolysats nach Entfernung der Galaktose. 


250cem der eben beschriebenen Lésung 2 wurden mit Wasser auf 
500 ccm verdiinnt und nach Zugabe von 15 ccm Methyl-phenyl-hydrazin, 
500 ccm 99%igem Alkohol und lecm 50%iger Essigsiure 6 Stunden 
unter Umschiitteln bei etwa 37° im Brutschrank aufbewahrt. Nachdem 
die Fliissigkeit 15 Stunden im Eisschrank gestanden hatte, wurde das 
Methyl-phenyl-hydrazon der Galaktose abfiltriert. Seine Menge betrug 
nach Trocknen 10,00 g. Das Filtrat wurde im Vakuum (30°, 12 mm) auf 
60 ccm eingeengt, mit 90 cem Alkohol und 10,5 ccm Benzaldehyd versetzt, 
5 Stunden im siedenden Wasserbad am Riickflu@kiihler gekocht und nach 
Abkiihlen 15 Stunden im Eisschrank aufbewahrt. Nach Entfernen der 
ausgeschiedenen Benzaldehydverbindung wurde der Alkohol im Vakuum 
abgedunstet, die wisserige Lésung mit Ather ausgeschiittelt, mit Tierkohle 
entfarbt und auf 250ccm aufgefiillt. In 100cem waren 2,1] g Trocken- 
substanz ; 
+ 0,28°. 100 " 
ll. = sais, = + 138". 


1 C. Neuberg, 1. c. 
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5cem mit 0,1056g Trockensubstanz beanspruchen nach Bertrand 
11,67 cem n/10 KMnO, = 74,2 mg Cu = 40,2 mg reduzierende Substanz, 
als Galaktose berechnet. 


5cecm mit 0,1056g Substanz gaben 0,0288g BaSO, = 16,05% Ba. 


Zur Feststellung der reduzierenden Substanz wurde ein Teil der 
wisserigen Lésung eingeengt und erneut mit Methyl-phenyl-hydrazin 
versetzt. Eine Abscheidung von Galaktose-methyl-phenyl-hydrazon fand 
weder jetzt noch nach erneuter Hydrolyse statt. Ebenso war auf Zusatz 
von Phenyl-hydrazin, 2, 4-Di-nitro-phenyl-hydrazin, p-Brom-phenyl-hydr- 
azin, B-Naphthyl-hydrazin in der Kalte keine Kristall-abscheidung zu_be- 
merken. Auch nach Erhitzen auf dem Wasserbad bildeten sich nur geringe 
Mengen éliger Substanz. Ebensowenig fiihrten Hydroxylamin und Dimethy]- 
cyelo-hexandion zu einem Ergebnis. Auch ohne Zugabe von Konden- 
sationsmitteln schied der Sirup in monatelangem Stehen keine Kristalle ab. 


LieB man die wasserige Lésung in die fiinffache Menge absoluten 
Alkohols eintropfen, so erfolgte Ausflockung eines amorphen Niederschlags, 
der einen Bariumgehalt von 28,1% hatte und Fehlingsche Lésung reduzierte. 
(0,1084 ¢ gaben, im Hochvakuum getrocknet, 0,0518 g BaSO,; siehe den 
nachsten Abschnitt.) 


4. Abtrennung eines Sdure-gemisches aus dem Agar-hydrolysat. 


50g Agar (17,82% Feuchtigkeit und 2,21% Asché) mit 1000 ccm 
5%iger Schwefelséure 4 Stundery in siedendem Wasserbad erhitzt: Nach 
12 Stunden Huminsubstanz abfiltriert, Filtrat mit Bariumcarbonat neutra- 
lisiert und filtriert, Fliissigkeit nebst Waschwassern auf dem Wasserbad 
zu 100 cem eingeengt. Mit 500 ccm 99%igem Alkohol versetzt. Von dem 
sich abscheidenden schwarzbraunen Niederschlag wurde nach einer halben 
Stunde dekantiert (Ausbeute 1,1 g) (I). 


Durch Zugabe weiterer 300cem 99%igen Alkohols schied sich die 
Hauptmenge der Sauren als Bariumsalz, 6,8 g, ab (II). 


0,1910 g dieser im Hochvakuum bei 78° konstant gemachten Substanz 
gaben 0,0612 g BaSO, = 18,85% Ba. 

Wurde die Barium-verbindung durch Lésen in Wasser, Schiitteln 
mit Tierkohle und erneutes Ausfallen, wobei ein groBer Verlust entstand, 
gereinigt, so lieB sich ein Bariumgehalt von 29,25% (0,1022 2 Substanz 
gaben 0,0508 ¢ Bariumsulfat) ermitteln (siehe auch oben). 

Der K6rper reduziert Fehlingsche Lésung. 0,1022g verbrauchen 
8,28 cem n/10 KMnO, = 52,64 mg Cu (= 30 mg oder 29,4% als Galaktose 
auf die Substanz berechnet). 

Im Filtrat von II lieBen sich noch 5,09% Ba, auf die Trockensubstanz 
berechnet, nachweisen. Nach dem Einengen kristallisierte innerhalb einiger 
Tage die Galaktose aus. [a]p = + 80°. 


In einem analog durchgefiihrten Ansatz wurde das Barium durch 
Zusatz von Schwefelsdure quantitativ entfernt und die filtrierte Fliissigkeit 
achtmal mit je 100 cem Ather ausgeschiittelt. Nach Abdunsten des Athers 
resultierte in geringer Menge ein Ol. Aus ihm lieBen sich 0,12 g Lavulin- 
sdure als Silbersalz gewinnen. (Ag gef.: 48,25%, ber.: 48,2°%.) Der gréBere 
Teil der Saéure blieb in der wasserigen Lésung. 
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5. Hydrolyse des Agars nach Chlorbleiche. 


56g Agar (17,82% Feuchtigkeit, 2,21°% Asche) mit 1 Liter Was 
und 500ccem 0,35%igem Chlorwasser iibergossen und unter Umschiitte!n 
bei 22° 3 Tage im Dunklen aufbewahrt. Hiernach war noch Chlor v: 
handen. Die rein weibe Substanz wurde abgesaugt, durch Waschen mit 
Wasser von Chlor and Saure befreit und im Faust-Heimschen Apparat 
getrocknet. Ausbeute 30g (16,19% Feuchtigkeit und 0,71°% Asche). 

S-Gehalt: 1,0092 g gaben 0,0238 g BaSO, = 0,32°% S. Der Schwefe!- 
kérper ist also bei dieser Behandlung gréBtenteils in Lésung geganyen. 

Galaktosebestimmung: 0,8130g Substanz gaben 0,5474g¢ Galaktos 
methyl-phenyl-hydrazon = 41,6% Galaktose. 

Ba- Bestimmung: 0,4155g Substanz gaben 0,1414¢ Ba SO, = 20,02 % Ba. 

10g dieser Substanz wurden mit 200cem 5°%iger Schwefelsdure in 
siedendem Wasserbad hydrolysiert. Von Zeit zu Zeit wurde eine Prob: 
herausgenommen und auf Reduktionsfihigkeit und Drehvermégen unte: 
sucht. Zum Anheizen des Bades auf Siedetemperatur war etwa eine halbe 
Stunde ndétig. 

Tabelle I. 


Hydrolyse des mit Chlorwasser gebleichten Agars. 





Zeit 2ccm Lésung, Reduktionswert Im 10 cmsRohr 
» entspricht Lésung filtriert 


15 Min. nach Beginn 
des Siedens. Der 
allergroébte Teil war 
in Lésung gegangen. 
Der ungeléste Teil 


firbte sich spiter 
braun (Humin) . . 86,5 mg Cu — 56,9% a = — 0,22° [a]Jp — — 5,3° 


Nach 45Min. . . ./| 101,5 » =GiAY% + 0,68 + 16,3 
» 18td. 15Min. | 107,2 , = Bee + 1,07 + 25,7 


| 


“as | 113.9 = 76,1% + 1,30 + 31,3 
oe (Se 116,6 » == 18,2% + 1,40 + 33,7 
yo ae | 117,6 » =RS%G + 1,50 + 36,1 
ae | 1188, ,=794% | +1,64 + 39,5 
,» 4, | 1205, , =81,0% + 1,66 + 40,0 
» 1%, | 1165, , =782% + 1,68 + 40,4 


Wie aus vorstehender Tabelle zu ersehen ist, ist der Endzustand de: 
Hydrolyse unter genannten Bedingungen nach 3 Stunden erreicht. Der 
hohe Reduktionswert bei gleichzeitiger negativer Drehung zeigt an, dai 
zuerst eine andere Substanz als Galaktose gebildet wird. Fiir die Berechnung 
der Prozentzahlen der zweiten Kolumne wurde der Reduktionswert cer 
xalaktose nach Bertrand zugrunde gelegt und dieser auf trockene und 
aschenfreie Substanz bezogen. Die Zahlen sind also nur zu Vergleichs- 
zwecken untereinander zu benutzen. Die spezifischen Drehungen sind 
ebenfalls auf eingewogene Substanz, trocken und aschenfrei, berechnet. 
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6. Versuche zur Anreicherung bzw. Isolierung des schwefelhaltigen Korpers 
wm Agar. 


2) 100g Agar (Feuchtigkeit 19,33 °%, Asche 2,21°) wurden 8 Stunden 
lang mit 1,6 Litern 3°%igen Ammoniaks auf der Maschine geschiittelt. 
Die Fliissigkeit wurde abzentrifugiert und der Riickstand erneut mit 
1,4 Litern 3%igem Ammoniak wie vor _ behandelt. Die vereinigten 
ammoniakalischen Lésungen und die Waschwiasser des Riickstandes er- 
fuhren nach Filtration Einengung im Vakuum bei héchstens 35°. Zuletzt 
wurde im Faust-Heimschen Apparat vollig eingedunstet. 

Der trockene Riickstand léste sich bei zwélfstiindigem Stehen gréBten- 
teils in etwa 250cem Wasser. Die Fliissigkeit wurde klar zentrifugiert 
und mit 90cem Alkohol (99%) versetzt. Der ausfallende Kérper (I) wog 
nach Filtrieren, Entfernen des Alkohols durch Ather und Trocknen im 
Vakuum (P,0,, Zimmertemperatur) 3,5 g. 

Das alkoholische Filtrat von I wurde ebenfalls véllig eingedunstet. 
Ausbeute 5g (II). 4 

S-Bestimmung von I: 0,3384g, 2% Stunden mit 5°%,iger Salzsdure 
in siedendem Wasserbad erhitzt, geben 0,800 g BaSO, = 3,25% 8. 

I wurde noch einmal wie oben in 40 cem Wasser gelést und mit 200 cem 
Alkohol gefallt. Im Hochvakuum bei 78° getrocknet, gaben 0,2000 g 0,0488 g 


— 0,55°. 10 


Ss = e S. 93 i ] sser _—— a 0 - 
Bariumsulfat = 3,35°% § {a]p in Wasser 0.1250 21 44°. Die 


alkoholische Lésung gab auf Zusa‘z von 600 cem Ather erneut eine Fallung: 
0,1990 g dieser lieferten 0,0478 g BaSO, = 3,30% S. 

Die Schwefel-bestimmung ist mit einem groBen Uberschu8 an Barium- 
chlorid vorzunehmen, da sonst die anwesenden Substanzen den vollstandigen 
Ausfall des BaSO, verhindern. Es wurden z. B. die 0,1990 g Substanz der 
letzten Bestimmung mit 50 ccm 5% iger Salzsaiure 2 Stunden im siedenden 
Wasserhbad erhitzt und 1 eccem 5°%ige Bariumchloridlésung in die siedende 
Lésung getropft. Nach 1l4stiindigem Stehen hatte sich so gut wie nichts 
abgeschieden. Erst nach erneuter tropfenweiser Zugabe von etwa 10 ccm 
5%iger BaCl,-Lésung trat Abscheidung ein'. 

Die Analysen ergaben, daB der Schwefelséure-gehalt durch erneute 
Umfallung aus wisseriger Lésung mittels Alkohol nicht zu erhéhen war. 
Indessen lieB sich durch Anwendung 3°%igen ammoniakalischen WwW asser- 
stoffperoxyds die Ausbeute bedeutend steigern. 

b) 100g Agar (19,33°% Feuchtigkeit und 2,21°, Asche) mit 1000 ccm 
3%igem Wasserstoffperoxyd und 125cem 25°%,igem Ammoniak tber- 
gossen und 24 Stunden bei Zimmertemperatur belassen. Diese Operationen 
wurden nach Absaugen der Fliissigkeit noch zweimal wiederholt. Die 
vereinigten, klar zentrifugierten und filtrierten Fliissigkeitsmengen nebst 
Waschwissern im Faust-Heim-Apparat bei méglichst niedriger Temperatur 
zur Trockne eingedunstet. Den wisserigen Riickstand in etwa 400 ccm 
Wasser gelést, Lésung zentrifugiert und mit 2000 ccm Alkohol versetzt. 
Die ausgefallene Substanz wurde abgeschleudert, mit Alkohol und Ather 
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Ausbeute 22,5¢ eines weilien 
Pulvers. 


1 Ahnliche Erfahrungen machten Feilmann, Chem. News 98, 310, 1908, 
und W. Traube, B. Blaser, C. Grunert, B. 61, 763, 1928. 
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S-Bestimmung: 0,1869 g Substanz gaben nach 2 Y4stiindiger Hydrolyse 
mit 5%iger Salzsiure 0,0410 g Bariumsulfat = 3,01% 8S. 

Reduktionswert: 74,8 mg Substanz verbrauchen nach 2 \stiindiger 
Hydrolyse mit 5%iger Salzséiure bei 98° 15,8 cem n/10 KMnO, = 100,4 mg 
Cu = 74,1% als Galaktose auf Substanz bezogen. 


+ 0,23°. 100 


Drehwert dieser salzsauren Lésung [a]}} - 0.7478.1 7 +- 30,76", 


Galaktose, als Schleimsaéure bestimmt: 0,6358g Substanz geben 
0,1638 g Schleimséure (x 1,33) = 0,2178g Galaktose = 34.3% (auf 
Substanz bezogen). 

Galaktose als Methyl-phenylhydrazon bestimmt: 0,2675g¢ Substanz 
geben nach 2'%stiindiger Hydrolyse mit 5%iger Schwefelsdéure 0,1210 ¢ 
Methyl-phenylhydrazon = 76,4 mg Galaktose = 28,5°% (auf Substanz be- 
zogen). 

+ 0,579. 100 
1,3374 . 2 
— 0,48°.10 


Drehung d. festen Substanz in Wasser: [a]}} = ~.1230.1 ~~ 39,02". 


Vergérung: 130,5 mg Substanz und 0,7 g gewdhnliche Oberhefe in 
10 cem Wasser gaben nach 24 Stunden bei 37° 2,1 cem Gas; es hatte also 
praktisch keine Vergaérung stattgefunden. 


+ 21,3°. 


Drehwert dieser hydrolysierten Lésung {a}? = 


7. Untersuchung des nach Extraktion mit ammoniakalischem Wasserstof/- 
peroxyd bleibenden Riickstandes. 


Die Behandlung des Agars mit ammoniakalischem Wasserstoffperoxyd 
ist unter 6. angegeben. Der Riickstand wurde mit Wasser vollig aus- 
gewaschen, in 400 ccm Wasser aufgenommen, in siedendem Wasserbad bis 
zur Lésung erhitzt, hei8 durch eine Heiznutsche filtriert und das erstarrte 
Filtrat im Faust-Heim-Apparat getrocknet. Ausbeute 55° auf trockene 
und aschefreie Substanz berechnet. Dieses Produkt wurde der Hydrolyse 
unterworfen. 

a) 4,1506g Substanz 1 Stunde mit 100cem 5%iger Schwefelsaure 
im siedenden Wasserbad erhitzt. Mit Bariumcarbonat neutralisiert, Filtrat 
mit Tierkohle entfarbt, auf dem Wasserbad eingeengt und zu 100 ccm 
aufgefiillt. 

2cem = 83 mg Substanz verbrauchen nach Bertrand 20,55 cem n/10 
K MnO, = 88,4% reduzierende Substanz (als Galaktose berechnet). 

2cem = 83mg Substanz verbrauchen 8,33ccm n/10 Jodlésung 
= 74,98 mg Aldose = 90,3%}. 

10 ccm = 0,4151g Substanz gaben 0,2072g Methyl-phenylhydrazon 
= 31,5% Galaktose (auf Substanz bezogen). 

3cem = 0,1245g Substanz gaben 0,0744g¢ BaSO, = 3,87% Ba. 

+ 1,39° . 100 
18 a 
= ———— == ++ 33,59, 
a ee 

b) 4,6996 g Substanz 21 Stunden mit 100 ccm 5°%iger Schwefelsadure 

wie zuvor behandelt. 


1 Ausfiihrung wie bei . Liidtke, Ann. 456, 220, 1927. 
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2cem = 94 mg Substanz verbrauchen 19,53 cemn/10 K MnO, = 73,8% 
reduzierende Substanz. 

10cem gaben 0,2722g Galaktose-methyl-phenylhydrazon = 36,6 °%, 
1,78° . 100 
4,6996 . 1 

c) 4,2847 g mit 100 ccm 5%iger Schwefelsiure 5 Stunden wie zuvor 
behandelt. 

2cem = 0,0857 g verbrauchen nach Bertrand 15,62 cem n/10 KMnO, 

64,7°% reduzierende Substanz (als Galaktose auf Substanz berechnet). 
10cem geben 0,2752g Methyl-phenylhydrazon = 40,6°, Galaktose. 
5cem geben 0,0572¢ BaSO, = 13,6% Ba. 
+ 1,70°. 100 


ae ~c 
4,2847 . 1 


Galaktose. [a] = = + 37,8°. 





= + 39,7°. 


d) 4,4116g Substanz 8 Stunden mit 100cem 5%iger Schwefelsiure 
wie vorher behandelt. 

2cem = 0,0882 g Substanz verbrauchen nach Bertrand 15,03 cem 
n/10 KMnO, = 59,4% reduzierende Substanz (als Galaktose auf Substanz 
berechnet). 10cem gaben 0,2826g Methyl-phenylhydrazon = 40,4% 
Galaktose. 

5ccem gaben 0,0744g¢ BaSO, = 19,84°% Ba. 

yg 1,72°. 100 a 30° 
ssi al Mat 

Vergirung: 9,62cem und 0,7g gewdhnliche Hefe hatten nach 
24 Stunden bei 26° 0,1 cem Gas gehildet. 

Bei verschiedenen Hydrolysen wurde die Beobachtung gemacht, da{ 
der Séuregehalt, gemessen an gebundenem Barium, mit der Zeit zunahm, 
wahrend der Reduktionswert sank und der Hydrazonwert der Galaktose 
sich, nachdem seine volle Héhe erreicht war, etwa konstant hielt. Uber 
die Deutung dieser Erscheinung siehe den theoretischen Teil. 

Tabelle II gibt eine Zusammenstellung solcher unter sich vergleich- 
barer Daten. 

Tabelle II. 


Verhalten von Dreh- und Reduktionswert, Galaktose- und Bariumgehalt 
wihrend der Hydrolyse. 





| Res 


Hydrolysiert || a duktions- 
Substanz | wi wert oe 
in eem Trop ccm|) [a] | Gafsaos Bertntnd “gehait” | Bemerkungen 
Std. | H,S0O, stanz ber. stanz ber, 
g % | 0 0 0 0 0 0 
4.1506 1 5 + 33,5° 31,5 88.4 3,87 Mit Hypojodit 90°/o 
46996 2, 5 + 37,8 366 73,8 ~— Reduktion. 
4.2847 5 5 + 39,7 40,6 64,7 13,6 Mit Fischohie ent- 
4,116 s 5 +390 | 404 59,4 19,8 tarbe. 


8. Sonstiges Verhalten des Agars. 


Wurden 17g Infttrockener Agar in 1700ccm 0,5°%iger Natronlauge 
eine halbe Stunde auf dem Wasserbad erhitzt, so entstand eine violett- 
braune, diinnflitssige Lésung, aus der sich durch Zusatz des _ gleichen 
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Volumens Methylalkohol eine Substanz ausfiillen lieB, die nach dem Aus 
waschen und Trocknen im Faust-Heim-Apparat dunkelviolett gefarbt war. 
Ausheute etwa 6g. Das Filtrat blieb fliissig. 

Die Léslichkeit des Agars in Kupferhydroxyd-ammoniak ist nur sel 
gering. Sie wird durch Zusatz von Natronlauge kaum erhdht. 


9. Uber dre Bestimmung der Galaktose. 


Zu den vorliegenden Untersuchungen war eine quantitative 
Bestimmung und Abscheidung der Galaktose notwendig. Versuche. 
ihre Menge nach der Schleimsiuremethode zu ermitteln, befriedigten 
nicht. Zwar gibt dies Verfahren bei Vorliegen reiner Galaktose woh! 
brauchbare Werte, doch laBt sich dasselbe nicht fiir Hydrolysate 
komplizierter Zusammensetzung sagen. Dieser Befund ist schon friiher 
von einigen Autoren erhoben worden!. 


Nun hat C. Neuberg (l.c.) gezeigt, daB sich das Methyl-pheny|- 
hydrazon der Galaktose aus einer wisserig-alkoholischen Lésung 
der Komponenten zu hohen Anteilen, bis zu 92°, abscheidet. Es 
schien deshalb geboten, festzustellen, ob und unter welchen Be- 
dingungen diese Reaktion fiir quantitative Messungen brauchbar ist 
Das war der Fall beim Arbeiten in 50 vol.- °,iger alkoholischer, schwach 
essigsaurer Loésung. 

Wie aus den unten gegebenen Tabellen ersichtlich ist, arbeitet 
man am besten wie folgt: 

10 cem einer 3- bis 6% igen Galaktoselésung werden mit 2 Mol Methy)- 
phenylhydrazin, 10 cem 99% igem Alkohol und 0,1 ccm 50 %iger wisserige1 
Essigsiure versetzt. Das Gemisch bleibt 6 bis 7 Stunden unter gelegent- 
lichem Umschiitteln bei einer Temperatur von 35 bis 38° stehen, wird 
dann etwa 15 Stunden im Ejisschrank aufbewahrt, das Hydrazon aui 
gewichtskonstantem Filter abgesaugt, mit 10 cem (bei starker Verunreinigung 


Tabelle III. 
Galaktosebestimmung. Variierung der Temperatur. 








Methyl. Temperatur 
Galaktose Wasser | Alkohol | Phenyl- Hydrazon | 0 
hydrazin 0 
g com ccm com Std. °C g 
0,3511 ee ae ae ee 24 18 0,3714 67,3 
0,3511 10 10 0,5 48 24 0,4360 78,7 
0,3534 10 10 0,4 8 35 0,5362 95,8 
0,3534 10 10 0,4 7 35 0,5608 100,2 
0,3534 10 10 0,4 15 35 0,5584 99,8 
0,3534 10 10 0,4 24 37 0,5436 97,3 


1 K. Miyake, Chem. Centralbl. 1918, I, 465; W.H. Dore, Journ. Ind. 
Eng. Chem. 7, 721, 1915; A. W. Schorger, D. F. Smith, ebendaselbst 8, 
494, 1916. 
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20 cem) 99%igem Alkohol nachgewaschen und im Vakuum iiber P,O, bis 
zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Glucose, Fructose, Xylose, Glucuronséure stéren die Bestimmung 
nicht. Arabinose, Mannose und nach A. Miither und B. Tollens' auch 
Fucose werden mit gefallt. 


Tabelle IV. 


Galaktosebestimmung. Variierung der Zuckermenge. 





Methyl+ Temperatur 
Galaktose Wasser | Alkohol | Phenyl- Hydrazon 0 
hydrazin eet a ° 
g cm | com ecm Std. oC g 
0,0500 | 10 10 0,3 6 38 | 0,0640 80,8 
0,1014 10 10 0,3 7 35 | 0,1498 93,3 
0.2063 | 10 10 0,4 7 35 0,3232 99,0 
0,6000 | Oj 10 0,6 7 35 0,9538 _ 100,4 


Tabelle V. 


Galaktosebestimmung. Variierung des Verhiiltnisses Wasser zu Alkohol. 








Methyl- Temperatur 
Galaktose Wasser Alkohol | ,Phenyl- Hydrazon 0}, 
hydrazin , 
g ccm ccm com Std. °C g 
0.2997 | 10 10 04 | 6 37. || 0.4726 99,7 
0.2997 10 20 04 | 6 33 || 04606 | 974 
0,2997 10 30 0,4 i 6 38 || 0,4600 96,9 
0,2997 20 10 04 6 38 = ||:«0,4656 98,9 


Das Verhalten des Kongorots zu den Serumkolloiden, 
zugleich ein methodischer Beitrag zur Blutmengenbestimmung 
mit Kongorot nach Griesbach.. 


Von 


Ludwig Heilmeyer. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Jena.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei dem Versuch, die kolorimetrische Methode der Blutmengen- 
bestimmung nach Griesbach' durch die viel genauere und exaktere 
spektrophotometrische Methode zu ersetzen, stieBen wir auf verschiedene 
Unstimmigkeiten, deren Vertolgung zu methodisch wichtigen, aber 
auch allgemein interessanten Feststellungen fiihrte. 


Es zeigte sich zunachst, daB die spektrophotometrische Bestimmung 
der Kongorotkonzentration im Blutserum, bezogen auf eine wasserige 
Kongoratlésung bekannter Konzentration, véllig andere Resultate ergab 
als die kolorimetrische Bestimmung unter Verwendung eines Wasserstandards 
mit dem Kompensationskolorimeter nach Lampe*. Die Serumeigenfarbe 
war auch bei dem spektrophotometrischen Verfahren durch Gegenschaltung 
des von demselben Patienten gewonnenen nativen Serums ausgeschaltet 
und konnte daher die manchmal 50 bis 100% betragenden Differenzen 
nicht erklaren. Aber nicht nur im Vergleich mit den kolorimetrisch ge- 
wonnenen Werten ergaben sich grofe Abweichungen, sondern auch 
die spektrophotometrischen Bestimmungen in verschiedenen Spektral- 
abschnitten ergaben fiir die Kongorotkonzentration im Blutserum jeweils 
unter sich verschiedene Werte, verglichen mit einer wasserigen Kongorot- 
lésung bekannter Konzentration. Das konnte seinen Grund nur darin 
haben, daB das Kongorot im Serum ein ganz anderes Absorptionsspektrum 
besitzt als in wisseriger Lésung. Dieses Problem ist bei kritischen Uber- 
legungen iiber die Methodik der Blutmengenbestimmung mit Kongorot 
bereits mehrfach in den Kreis der Erwigung gezogen worden, ohne dali 
eine exakte, einwandfreie Feststellung der Absorptionsspektra bis heute 


1 W. Griesbach, Deutsch. med. Wochenschr. 1921. Zusammenfassende 
Darstellung im Handb. d. normalen u. pathol. Physiol. (Bethe-Embden) 6, 
zweite Halfte, S. 667, 1928. 

2 Lampe, Deutsch. med. Wochenschr. 1925, S. 181. 
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dariiber vorliegt. Zuerst waren es Seyderhelm und Lampe', die in einer 
Kritik der Griesbachschen Methode einwandten, dab mdglicherweise das 
Kongorot mit den SerumeiweiBkérpern eine Reaktion eingehe, und daB 
die hierbei entstehende Verbindung ihren eigenen Farbton besitze, der 
von der wiasserigen Lésung abweiche. Es gehe daher nicht an, eine Lésung 
von Kongorot in Wasser mit einer Lésung von Kongorot in Serum kolori- 
metrisch zu vergleichen, auch wenn die Eigenfarbe des Serums durch An- 
wendung des Kompensationskolorimeters ausgeschaltet wird. In einer 
neueren Arbeit haben nun W. Schmidt und Griesbach? vergleichende kolori- 
metrische Bestimmungen tiber die Verwendung von Wasserstandard und 
Plasmastandard bei ihrer Methode durchgefiihrt und sind dabei in Fallen, 
die nicht urémisch oder diabetisch-azidotisch waren, zu einer guten Uber- 
einstimmung gekommen. Unter 30 Fallen habe sich in 29 Fallen eine Uber- 
einstimmung zwischen Wasser- und Plasmastandard ergeben. Dagegen 
zigten sechs Fille von Diabetes, Nephritis, Tuberkulose und Bleivergiftung 
starke Abweichungen. Die Autoren glauben, daB die Aziditatsverhaltnisse 
oder die Anderung des kolloidalen Milieus im Serum an diesem Unterschied 
zwischen Wasserstandard und Plasmastandard schuld seien. In derartigen 
Fallen liefere der Plasmastandard zuverlassigere Werte. In allen anderen 
Fallen glauben die Autoren den Wasserstandard unter Verwendung des 
Kompensationskolorimeters empfehlen zu kénnen, besonders deshalb, 
weil diese Methode viel geringere Blutmengen erfordere. 

Diese in der Literatur vorliegenden Ergebnisse, sowie die von 
uns eingangs mitgeteilten Beobachtungen drangten zu einer exakten 
Untersuchung des vorliegenden Problems. Zu diesem Zwecke haben 
wir zunachst das Absorptionsspektrum des Kongorots in wasseriger 
Lésung, dann in Serumlésung quantitativ mit dem Koenig und Martens- 
schen Spektrophotometer aufgenommen. Die Eigenfarbe des Serums 
wurde dabei in der Weise ausgeschaltet, daB vor den einen Spalt des 
Spektrophotometers die Serumkongorotlésung, vor den anderen Spalt 
das von demselben Patienten gewonnene native Serum gesetzt wurde. 
Bei der Darstellung der Ergebnisse wahlten wir ein Koordinatensystem, 
das als Abszisse die Wellenlinge, als Ordinate den Logarithmus der 
Extinktionskoeffizienten hat. Man erhalt auf diese Weise eine so- 
genannte ,,typische Farbkurve’, deren Form unabhangig von der 
Konzentration der Lésung einzig und allein durch die Natur des Farb- 
stoffs (und des Lésungsmittels) bedingt ist*. Abb. 1 stellt die Ergebnisse 
der Untersuchung dar. Kurve I zeigt die ,,typische Farbkurve“ des 
Kongorots in wasseriger Lisung, Kurve II in Serum gelist. Mit ab- 
soluter Eindeutigkeit geht daraus hervor, daB das Kongorot im Serum 
tatsichlich ein ganz anderes Absorptionsspektrum, also auch eine ganz 


1 Seyderhelm und Lampe, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkunde 27, 
1925 (dort auch Literatur). 

2 Griesbach, 1. c. - 

8 Naheres iiber Theorie und Methodik siehe in der Arbeit des Ver- 
fassers in Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 67, 111, 1929. 
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andere Farbe besitzt, als in wisseriger Lisung. Die wasserige Kongorot. 
lésung besitzt ihr Absorptionsmaximum bei 490 uy, die Serum. 
kongorotlésung bei 510 zy. Dazu kommt, daB die beiden Absorptions. 
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Abb. 1. 
Kurve I. Typische Farbkurve der wisserigen Kongorotlésung. Kurve Il. Typische Farbkurve 
der Serumkongorotlésung. Konzentration in beiden Fallen 1: 10000, Schichtdicke 10 mm. 


maxima in sehr verschiedener Héhe liegen. Die Lichtabsorption des 
Serumkongorots bei 510 yy ist viel gréBer als die Lichtabsorption der 
wisserigen Kongorotlésung bei 490 uu. Ohne weiteres ist aus den 
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hbeiden Farblésungen ersichtlich, daB ein exakter kolorimetrischer 
Vergleich zwischen so verschiedenen Farbstoffen nicht ohne Fehler 
durchfiihrbar ist. Selbst wenn beim kolorimetrischen Vergleich ein 
ihnlicher Farbton erreicht wird, so kann dieser Farbvergleich nicht 
den wahren Mengenverhaltnissen dieser Farbstoffe entsprechen. 


Die weitere mehr theoretisch als methodisch interessierende Frage 
war die: Wodurch ist dieser Unterschied der Farbkurven bedingt ? 
Zunachst war bei der Indikatornatur des Kongorots daran zu denken, 
daB die H-Ionenkonzentration des Blutserums den Unterschied be- 
dinge. Es wurde deshalb eine wasserige Kongorotlésung mit NaHCO, 
annahernd auf das py der Serumlésung gebracht. Die spektrophoto- 
metrische Untersuchung ergab eine Farbkurve, die mit der ungepufferten 
wasserigen Lésung beinahe vollkommen iibereinstimmte und ein gleich 
hohes Absorptionsmaximum bei 490 44 aufwies. Die Arziditats- 
verhaltnisse des Serums kommen also als Ursache fiir den Unterschied 
der beiden Farbkurven nicht in Frage. Bei dem bekannten EinfluB, 
den die EiweiSkérper auf Indikatoren ausiiben (Sérensen'), wurde 
sodann der Einflu8 der Serumkolloide, den schon Seyderhelm und 
Lampe angenommen haben, untersucht. Wir haben zu diesem Zwecke 
das Blutserum dialysiert und eine Kongorotlésung vom Dialysat her- 
gestellt. Die davon aufgenommene Farbkurve zeigte den typischen 
Verlauf der wasserigen Kongorotlésung. Damit war bewiesen, da 
die Umanderung des Absorptionsspektrums: durch die Serumkolloide 
bedingt ist. Es war jetzt nur noch ein Urteil iiber die GréBe des Ein- 
flusses der Serumkolloide zu ermitteln. Das Blutserum enthalt ja 
sehr groBe EiweiBmengen. In einer Eiwei8lésung von 7 bis 8°, kann 
man sehr wohl an die Méglichkeit denken, daB die Einwirkung der 
Serumkolloide auf das Kongorotspektrum eine allgemein physikalische 
ist, so etwa, wie jedes Lésungsmittel das Absorptionsspektrum eines 
Farbstoffs verandern kann. Es wurden deshalb Versuche mit ver- 
diinnten EiweiBlésungen angestellt. Dabei ergab sich, daB selbst bei 
20facher Verdiinnung des Serums, also bei einer EiweiSkonzentration 
von etwa 31,°/59, die ,,typische Farbkurve‘‘ der Serumkongorotlésung 
resultierte. In derartig verdiinnten Serumlésungen, die nahezu keine 
Eigenfarbe mehr besitzen, kann man auch deutlich mit freiem Auge 
den Farbunterschied zwischen der Kongorotlésung und einer gleich- 
konzentrierten wasserigen Lésung erkennen. Die eiweiBhaltige Kongorot- 
lésung zeigt ganz entsprechend der Verschiebung des Absorptions- 
maximums nach dem langwelligeren Gebiete zu und der dadurch be- 
dingten gréBeren Durchlassigkeit im Blau einen mehr blauvioletten 
Ton als die wasserige Lésung. 


1 Sérensen, diese Zeitschr. 21, 200, 1909. 
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Wie hat man sich nun die Veranderung des Serumkongorot- 
spektrums durch die Serumkolloide vorzustellen? Der Nachweis, 
daB bereits derartig verdiinnte Kongorotlésungen das Spektrum 
verandern, laBt darauf schlieBen, daB es sich um ganz _ spezifisch. 
chemische Einwirkungen handelt. Das Kongorotmolekiil erleidet eine 
Veranderung, indem es mit dem EiweiBmolekiil eine chemische Bindung 
eingeht, die zu der Veranderung des Absorptionsspektrums fiihrt. 
Auf eine derartige chemische Bindung zwischen Kongorot und Eiweil- 
kérpern hat bereits Sérensen! hingewiesen. Ein ganz ahnlicher Vorgang 
ist uns neuerdings durch Anson und Mirsky? auch vom reduzierten 
Hamatin bekannt geworden. Das typische Spektrum des Hamochro- 
mogens entsteht nur bei Gegenwart des Globins. Die Autoren konnten 
zeigen, daB an Stelle des Globins auch andere N-haltige Kérper dieselbe 
Wirksamkeit entfalten. In ganz ahnlicher Weise kreist das injizierte 
Kongorot nicht in wasseriger Lésung, sondern an die Serumeiwei- 
kérper gebunden in der Blutbahn. Unsere methodischen Untersuchungen 
haben damit, von einer ganz anderen Seite herkommend, zu einer 
Tatsache gefiihrt, iiber die Hermann Bennhold* eingehende Forschungen 
seit vielen Jahren angestellt 


Beim Studium der Farbstoffdiffusionsvorgange in Gelatinegele 
konnte er beobachten, daB Zusatz vor Serum das Diffusionsvermégen 
der Farbstoffe véllig verindert. Derselbe EinfluB der Serumeiweil- 
kérper zeigt sich auch bei Versuchen iiber die Wanderung von Farb- 
stoffen im elektrischen Felde. Die Farbstoffe werden dabei offenbar 
quantitativ an die SerumeiweiBkérper gebunden. Noch in einer Ver- 
diimnung von 1: 400 war dieser Effekt, wenn auch quantitativ ab- 
geschwacht, nachweisbar. 


Zu demselben Schlu8 sind wir durch die Anderung des Absorptions- 
spektrums gelangt. Es wire reizvoll, den quantitativen Verhaltnissen 
der Farbstoffserumbindung mit der spektrophotometrischen Methode 
weiter nachzugehen. Bei welcher EiweiBkonzentration tritt die Um- 
ainderung des Absorptionsspektrums ein? Wie verhalten sich die 
verschiedenen EiweiBkérper des Blutserums dazu? Wodurch kann 
die Bindung wieder gelést werden? Doch wir wollten nur eine 
methodische Untersuchung machen und die aufgezeigten Tatsachen 
sind nur ein Nebenbefund. Deshalb zuriick zur Methodik. 


1 Sérensen, |. c. 

2 Anson und Mirsky, Journ. of Physiol. 60, 50, 1925, zitiert nach 
Barcroft, Monogr. aus d. ges. Geb. d. Physiol. 18, 18, 1929. 

3 H. Bennhold, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 49, 71, 1926; Ver- 
handlungen d. Ges. f. innere Med., 40. Kongr. 1928, 8. 455 sowie 41. Kongr. 
1929. 
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W. Schmidt und Griesbach? haben bei der Priifung der praktischen 
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Es war daher fiir uns die Frage zu priifen: Ergibt die Kongorotser, 
losung bei Verwendung verschiedenartiger Sera, besonders bei Ver. 
wendung von Seris von Nierenkranken mit starker Veranderuny 
der Serumkolloidstruktur verschiedenartige Absorptionsspektra, di: 
stark voneinander abweichen? Die Abbildung 2 zeigt die 1, 
pischen Farbkurven von vier Serumkongorotlésungen. Darunte: 
finden sich zwei Kurven mit Normalseris, zwei sind von schweren 
Amyloidosen (Amyloidosen mit 100°, Schwund des injizierten Kongo 
rots aus der Blutbahn nach 1 Stunde) gewonnen. Wie man sieht, sind 
zwar geringgradige Abweichungen vorhanden, im Vergleich zu dem 
Absorptionsspektrum einer wasserigen Kongorotlésung fallen diese 
Abweichungen, die beinahe innerhalb der Fehlergrenze der Methodik 
liegen, kaum ins Gewicht. In siamtlichen vier Fallen liegt das Ab. 
sorptionsmaximum gleich hoch bei Wellenlange 510 wu. Die geringe 
Zahl der untersuchten Fille lat einen allgemeinen Schlu8B nicht zu 
Wir glauben jedoch nicht, daB die Unterschiede, die W. Schmidt und 
Griesbach gefunden haben, auf die Anderung der Serumstruktur zuriick- 
zufiihren sind, sonst hatten die beiden Fille von schwerem Amyloid 
einen groben Unterschied zeigen miissen. Auf Grund der Befunde. 
die Bennhold bei tubuliren Nierenerkrankungen und bei Amyloidosen 
erhob, ware allerdings ein vermindertes Farbstoffbindungsvermégen 
der SerumeiweiBkérper zu erwarten. Es ist auch wahrscheinlich, dai 
bei quantitativer Verfolgung des Absorptionsspektrums mit  zu- 
nehmender Verdiinnung des Serums sich ein Unterschied gegeniiber 
Normalseris ergeben wird. Bei Anwendung unverdiinnter Sera jedoch 
ist das Bindungsvermégen der Serumeiwei8kérper auch bei den ge 
nannten Erkrankungen groB genug, um das Absorptionsspektrum 
der wasserigen Lésung gegeniiber zu verindern. Anhangsweise sei 
hier noch bemerkt, daB sich andere EiweiSkérper, z.B. Hiihnereiweil 
dem Kongorot gegeniiber ginzlich anders verhalten und daB es uns 
nicht gegliickt ist, mit anderen Eiwei8kérpern die ,,typische Farbkurve’ 
der Serumkongorotlésung zu erhalten. 


Die praktische Auswirkung der Ergebnisse fiir die Blutmengenbestimmung 
nach Griesbach. 


Welchen EinfluB8 hat die Veranderung des Kongorots in Serumlésung 
beim kolorimetrischen Verfahren mit Wasserstandard? Um die Grébe 
des Einflusses exakt zu ermitteln, haben wir verschiedene bekannte Kon- 
zentrationen des Kongorots mit Serum hergestellt und im Kompensations- 
kolorimeter nach Lampe unter Verwendung des Wasserstandards gemessen 
Das Instrument wurde vorher mit wasserigen Lésungen von Kongorot 
bekannter Konzentration geeicht. Als Standardlésung diente eine wasserige 
Kongorotlésung 1: 10000. Gleichzeitig wurde eine Serumkongorotlésung 
1: 10000 hergestellt und davon weitere Verdiinnungen mit Serumzusatz 
angefertigt. Dabei ergaben sich folgende Werte: 
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rotser i Soni ——____-__— 
. Durch Verdannung _ Bestimmung 
bei Ver. hergestellte Kongorot- mit dem Kompen- 
’ koasentration sationskolorimeter 
inderuny ‘ erhaltener Wert 
id 0 
‘tra, dic : 0 
. Stammlos. 
die ty. 100} 1: 1000 65 
Darunte: 80 56 
60 50 
ichwerey 50 46 
. Kongo 40 37 
= 30 30 
eht, sin , 
- 15 16 
zu dem 
n diese Eindeutig geht daraus hervor, daB beim kolorimetrischen Vergleich 


fethodik zwischen Wasserstandard und Serumkongorotlésungen sich grobe Fehler 


das Ab. in bezug auf die MengenverhAaltnisse ergeben, und zwar ist die GréBe des 
geringe Fehlers abhangig von der absoluten Konzentration des Kongorots. Bei 
* e stirkerer Konzentration ist der Fehler am gréB8ten und kann bis 50°, 
icht zu betragen. Die erhaltenen Konzentrationswerte sind zu klein, die daraus 
vidt und berechneten Plasmamengen also zu groB. Mit zunehmender Verdiinnung 
zuriick. nimmt die FehlergréBe ab. Bei etwa 30°, stimmen die Werte mit dem 


Wasserstandard iiberein. Bei weiterer Verdimnung schligt der Fehler 


Amyloid 
3 in die umgekehrte Richtung um. Die Konzentration wird etwas zu grob, 











sefunde. die berechneten Plasmamengen also zu klein. 
loidosen Wie ist dieses merkwiirdige Verhalten zu erkliren? Auch auf diese 
rmogen Frage gibt die Betrachtung der quantitiven Absorptionsspektra Auskunft. 
ch, da’ Berechnen wir aus den Extinktionskoeffizienten die Lichtintensitaten, , 
—— die in den einzelnen Spektralbezirken bei einer Kongorotkonzentration 
—— im Serum von 1: 10000 und einer Schichtdicke von 1 cm durchgelassen 
seen on werden, so verhalten sich diese wie folgt: 
, jedoch 
den ge Durchgelassene Lichtintensitéten in °/) einfallenden 
kt Lichts bei einer Kongorotkonzentration von 1: 10000 
eKtrum Wellenls und einer Schichtdicke von 1 cm 
we Gel & des Spektralbezirks bei einer Serums bei einer wasserigen 
reiweild kongorotlésung Kongorotlésung 
in wu %o %lo 
es uns ————— — 
kurve’ 600 88 57 
5g 75 41 
580 53 25 
. 570 22 13 
mmung pe 
560 4 44 
550 0,8 1,2 
nlésung 540 0,03 0,38 
Grobe 530 0,004 0,15 
oa 520 0,0014 0,05 
slits 510 0,001 0,02 
— 500 0,002 0,01 
MeESSENn . 490 0,003 0,009 
mgorot 470 0,03 0,02 
isserige 460 0,04 
tlésuny 
nzusat Z Wie man aus dieser Tabelle ersieht, sind die durchgelassenen Licht- 


intensitaten bei beiden Lésungen ab 570 wu Wellenlinge so gering, dab 
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man praktisch von einer vélligen Ausléschung des Spektrums ab 570) ,, 
bei der angegebenen Kongorotkonzentration sprechen kann. Vergleich; 
man also die Serumkongorotlésung mit der wisserigen Kongorotlésun, 
im Kolorimeter, so handelt es sich um einen Vergleich im langwellige; 
Teil des Spektrums von 570 wy an aufwarts. In diesem Bereich ist aber «ij 
Lichtabsorption der wasserigen Lésung bedeutend gréBer als die der Serum 
kongorotlésung gleicher Konzentration, wie ein Blick auf die Tabelle zeig: 
Infolgedessen wird die Serumkongorotlésung gleicher Konzentration vi: 
heller erscheinen als die wisserige. Man erhalt auf diese Weise beim kolori. 
metrischen Vergleich zu niedrige Werte fiir die Kongorotkonzentratio 
des Serums und damit zu groBe Plasmamengen bei der Berechnung. De: 
‘ehler kann iiber 50% betragen. Ganz anders beim Vergleich verdiinnte 
Kongorotlésungen. Hierbei sind die in den einzelnen Spektralbezirke: 
durchgehenden Lichtintensitaiten folgende: 





Durchgelassene Lichtintensitéten in °/, einfallenden 
Lichts bei einer Kongorotkonzentration 1 : 100000 
und einer Schichtdicke von 1 cm 








W: i la g be 
des Spektralbezirks bei einer Serum: bei einer wasserigen 
kongorotlésung | Kongorotlésung 
in uu %F 90 
600 99 94 
590 97 91 
580 94 86 
570 86 $1 
560 73 72 
550 56 64 
540 44 57 
530 37 52 
520 { 32,5 47 
510 32 43 
500 33,5 40 
490 33,5 39 
470 43.6 43 
460 48,0 46 


Wie man sieht, gehen bei dieser 10fach geringeren Kongorotkonze: 
tration geniigende Lichtmengen im gesamten Spektralbereich durc) 
sowohl in der Serum- als in der wasserigen Lésung. Oberhalb 580 ji/: 
sind die durchgehenden Lichtmengen bei beiden Lésungen iiber 90' 
und differieren nur wenig. Ab 570 uu machen sich gréBere Unterschied: 
geltend. In dem Bereich von 470 bis 540 uy ist aber die Lichtabsorption 
der Serumkongorotlésung gréBer als die der wisserigen Lésung. In diesem 
Falle wird also die Serumkongorotlésung gleicher Konzentration dunkle: 
erscheinen. Die kolorimetrisch gewonnenen Konzentrationswerte werden 
dadurch héher ausfallen als den wahren Mengenverhialtnissen entspricht. 
wie wir das auch tatsachlich bei unserem kolorimetrischen Vergleich bei 
dem Wert unter 30%, gefunden haben. 


Damit ist bewiesen, daB die Verwendung des wisserigen Standaris 
auch bei Anwendung des Kompensationskolorimeters nach Lampe falsch: 
Werte ergeben mu8. Wenn die mit dieser Methode erhaltenen Blutmengen- 
werte bei Normalpersonen nicht allzusehr aus der Reihe fallen, so liegt 
das daran, daB bei Normalen die Kongorotlésung im Plasma nach Injektion 

































































ab 570) uy 


Vergleich; 
orotlésun, 
aAgwellive; 
st aber dir 
er Serum. 
elle zeigt 
ation vie 
im kolori. 
zentrat io; 
ung. De 
erdiinnte; 
ulbezirke 


tkonze1 

| durch, 
» 580 wy 
er 90' 

schied: 
sorption 
1 diesem 
dunkle: 
werden 
tspricht, 
eich bei 


andar Is 
» falsch« 
mengen- 
so liegt 
njektion 








Verhalten des Kongorots zu den Serumkolloiden. 439 


von 10 cem 1°, iger Lésung gerade in einem Bereich liegt, in dem der Fehler 
ertraglich ist. Umso unzuverlassiger miissen die Resultate bei pathologischen 
Fallen ausfallen. Die Unterschiede, die W. Schmidt und Griesbach zwischen 
Plasma und Wasserstandardwerten fanden, beruhen also nicht auf der 
Anderung der SerumeiweiBkérper, wie die Autoren glauben, sondern auf 
der Anderung des Absorptionsspektrums des Kongorots durch die Serum- 
kolloide. 


Um das Wasserstandardverfahren zu retten, kénnte man noch einen 
Ausweg dadurch finden, daB man das Kolorimeter unter Verwendung des 
Wasserstandards mit SerumeiweiBlésungen verschiedener Kongorot- 
konzentrationen eicht. Aber die auf diese Weise erhaltene Kurve liegt 
auBerordentlich ungiinstig. Sie steigt zu flach an, so daB kleine Ablesefehler 
am Kolorimeter bereits zu sehr groBen Fehlern der festzustellenden Kon- 
zentration fiihren. Dadurch wird die an sich schon ungenaue kolorimetrische 
Methode ganzlich unbrauchbar. Als brauchbares Verfahren bleibt deshalb 
nur das von Seyderhelm und Lampe angegebene Plasmastandardverfahren. 
Da man hierbei das Plasmastandard jeweils frisch herstellen muB, so sind 
hierzu groBe Blutmengen erforderlich, was in manchen pathologischen 
Fallen groBe Schwierigkeiten macht. Unsere Untersuchungen haben jedoch 
gezeigt, daB selbst eine zwanzigfache Verdiinnung des Serums noch das ty- 
pische Spektrum des Serumkongorots ergibt. Diese Tatsache rechtfertigt die 
Anwendung eines sehr verdiinnten Plasmastandards, wodurch die not- 
wendige Blutmenge bedeutend vermindert wird. Seyderhelm und Lampe 
haben auch darauf bereits hingewiesen. Wenn nur ein Kolorimeter zur 
Verfiigung steht, ist die Anwendung eines verdiinnten Plasmastandards 
daher die Methode der Wahl. 


Der kolorimetrischen Methode bedeutend iiberlegen ist die spektro- 
photometrische Methode. Sie biet4t bedeutende Vorteile. Mar kommt mit 
sehr kleinen Blutmengen aus und trotzdem ist die Exaktheit der ‘Bestimmung 
der Kolorimetrie gegeniiber tiberlegen. Dazu kommt, da eine weitere 
Fehlerquelle, die bei der Kolorimetrie groBe Fehler bewirken kann, bei 
der spektrophotometrischen Methode nahezu ausgeschaltet wird, namlich 
der Einflu8 geringgradiger Hamolyse. Selbst eine sehr geringe Hiamolyse, 
die in manchen Fallen oft schwer zu vermeiden ist, kann die kolorimetrischen 
Ergebnisse stark falschen, wie wir uns an Hand der spektrophotometrischen 
Messungen iiberzeugen konnten. Der Fehler der Hamolyse wird bei der 
spektrophotometrischen Methode dadurch betrachtlich vermindert, dab 
das Absorptionsmaximum des Kongorots bei 510 wy liegt, wahrend das 
zweite Absorptionsmaximum des Hamoglobins bei 547 uy liegt. Nimmt 
man also die spektrophotometrischen Messungen im Absorptionsmaximum 
des Kongorots vor, so wird vom Hamoglobin in diesem Bereich nur mehr 
sehr wenig Licht absorbiert, so daB das Verhiltnis zur Lichtabsorption 
des Kongorots so klein wird, daB eine geringe Himolyse als Fehlerqueile 
kaum mehr in Betracht kommt. 


Was der allgemeinen Einfiihrung der spektrophotometrischen Methode 
bisher im Wege stand, war die auberordentlich teure und schwierig zu 
handhabende Apparatur. Das von mir in die Medizin eingefiihrte Pulfrich- 
sche Stufenphotometer hat diese Schwierigkeit beseitigt. Eingehende 
vergleichende Untersuchungen haben uns gezeigt, daB das viel billigere 
und viel einfacher zu handhabende Stufenphotometer (Carl Zeiss, Jena) 
fiir den vorliegenden Zweck ebenso exakt arbeitet, wie die groBen und sehr 
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teuren Spektralphotometer. Wir haben deshalb die Methode der Blut- 
mengenbestimmung nach Griesbach fiir das Stufenphotometer umgearbeitet, 
deren Anweisung wir im folgenden wiedergeben. 


Eigene Methodik. 


Die Beschreibung des Pulfrichschen Stufenphotometers (Car! 
Zeiss, Jena) und die Gebrauchsanweisung seiner Anwendung siehe in 
Abderhaldens Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden 192%. 
Abt. II, Teil 2/11, 8. 2337. 


Fiir die Blutmengenbestimmung mit Kongorot gehen wir folgender- 
maBen vor: Dem Patienten wird morgens niichtern aus der méglichst 
ungestauten Armvene Blut entnommen, mindestens so viel, daB nach 
Abzug der fiir den Hamatokrit notwendigen Menge, 4 ccm Serum erhalten 
werden. Daran anschlieBend werden 10cem einer 1 igen sterilen 
und filtrierten Kongorotlésung injiziert und nach 3 Minuten, eventuell| 
nochmals nach 6 Minuten aus dem anderen Arm je 5ccm Blut (fiir 
2 ccm Serum) entnommen. Das Serum wird durch sofortiges scharfstes 
Zentrifugieren gewonnen. Es ist sehr darauf zu achten, daB man nur 
mit vollkommen klaren Seren arbeitet. Nun wird zuniichst die Licht- 
extinktion der aus der Vene entnommenen Serumkongorotlésung 
bestimmt. Wir verwenden dazu die von der Firma Zeiss gelieferten 
AbsorptionsgefaBe zu 2,75 mm Schichtdicke. Vor das Okular des 
Stufenphotometers wird das Filter S 50 eingeschaltet. Als Beleuchtung 
wird am besten die Stupholampe verwendet. Eine besondere Eichung 
des Instrumentes mit bekannten Serumkongorotkonzentrationen ist 
nicht nétig, da das Lambert-Beersche Gesetz fiir die Serumkongorot- 
lésungen unter Verwendung des S 50-Filters genau stimmt, wie uns 
eingehende Priifungen gezeigt haben. Die Eigenfarbe des Blutserums 
wird dadurch ausgeschaltet, daB man vor die linke Offnung des Stufen- 
photometers das Kongorotserum, vor die rechte das demselben Patienten 
entnommene native Serum setzt. Die Intensitat des noch durchgehenden 
Lichtes wird an der Trommeleinteilung der Blendenschraube abgelesen 
und die zugehérige Lichtextinktion aus der nach meinen Angaben 
gefertigten Kurve entnommen, die von der Firma Zeiss auf Verlangen 
geliefert wird. 

Dann wird auf dieselbe Weise die Lichtextinktion der Standard- 
lésung in denselben AbsorptionsgefaBen bestimmt. Die Standardlésung 
wird folgendermaBen hergestellt: Zu 1,8cem des nativen Serums 
werden 0,2 ccm einer wasserigen Kongorotlésung 1: 1000 gegeben. 
Die letztere Lésung wird so hergestellt, daB man mit derselben Luerschen 
Spritze, mit der man die Injektion vorgenommen hat, 10 ccm der 
verwendeten 1° igen Kongorotlésung auf 100 Aqua dest. auffiillt. 
Die Standardserumkongorotlésung wird gegen eine native Serumlésung 
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von 1,8 cem Serum und 0,2 Aqua dest. photometriert. Ist 2, die 
Lichtextinktion der aus dem Kérper entnommenen Serumkongorot- 
jisung, E, die Extinktion der Kongorotserumstandardléisung, so ist 
die Plasmagnenge F, /E, Liter. Die Berechnung der Gesamtblutmenge 
erfolgt mit Hilfe des Hamatokritwertes in der iiblichen Weise, 


100 
Gesamtblutmenge = Plasmamenge x 100 Blutkorp.-Vol. ‘ 
Selbstverstandlich kann man statt mit Serum ebensogut mit Plasma 
arbeiten. Fiir wiederholte Bestimmungen nacheinander laBt sich 
ohne weiteres wie beschrieben verfahren: Es spielt bei der gegebenen 
Anordnung der Messung fiir die Genauigkeit der Bestimmung keine 
Rolle, wenn das native Serum von der vorhergehenden Bestimmung 
noch rot gefarbt ist. In diesem Falle kann man auch noch mit bedeutend 
kleineren Serummengen auskommen, wenn man die Serumstandard- 
jisung mit starkerer Wasserverdiinnung herstellt. Steht ein grobes 
Spektralphotometer zur Verfiigung, so wird man bei Wellenlange 
510 uu «die Lichtextinktion bestimmen. Zahlreiche Vergleichs- 
bestimmungen zwischen dem Spektralphotometer von Koenig und 
Martens und dem Stufenphotometer ergaben auf 1 bis 2°, tiberein- 
stimmende Werte. Uber die mit dieser Methode erzielten Ergebnisse 
an normalen und pathologischen Fallen wird Dr. Riemschneider, 
Assistenzarzt der Medizinischen Universitatsklinik in Jena, berichten. 
Selbstverstandlich findet diese Methode auch Anwendung fiir die 
exakte Bestimmung der Kongorotausscheidung bei Amyloidosen nach 
Bennhold'. 


Zusammenfassung. 


An Hand spektrophotometrischer Untersuchungen wird nach- 
gewiesen, daB das Absorptionsspektrum des Kongorots in Serumlésung 
ein wesentlich anderes ist als in wasseriger Lésung. Die Anderung 
des Absorptionsspektrums wird auf die Bindung an die Serumkolloide 
zurickgefiihrt. Durch diese Tatsache wird die Verwendung des Wasser- 
standards bei der Blutmengenbestimmung mit Kongorot nach Griesbach 
und W. Schmidt als eine grobe Fehlerquelle erkannt. Die dadurch 
bedingte FehlergréBe wird quantitativ ermittelt und an Hand der 
Absorptionsspektra theoretisch erklart. Die FehlergréBe ist von der 
absoluten Konzentration der Serum-Kongorotlésung abhangig. 

Die einzig mégliche kolorimetrische Methode ist die von Seyderhelm 
und Lampe eingefiihrte Plasmastandardmethode unter Verwendung 
| des Kompensationskolorimeters. Auf die Méglichkeit einer Verwendung 





1 H. Bennhold, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 142, 32, 1923. 
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eines stark verdiinnten Standards wird hingewiesen. Allen kolo 
rimetrischen Methoden weit iiberlegen ist die spektrophotometrisc he 
Methode, die sich bei Verwendung des Zeissschen Stufenphotomet«rs 
sehr einfach gestaltet und ebenso exakt ist, wie die groBem Spektral. 
photometer. Die Methodik fiir das Pulfrichsche Stufenphotomete 
wird angegeben. Sie bietet folgende Vorteile gegeniiber allen kolorj 
metrischen Verfahren: 1. GréBere Genauigkeit der Bestimmung 
2. Erfordernis kleinerer Blutmengen. 3. Ausschaltung des Himolyse 
fehlers. 4 Mehrfache Blutmengenbestimmungen kurz nacheinander 
gestalten sich auferordentlich einfach und sicher. 5. Einfache und 
immer gleichmaBige Herstellung des Plasma- bzw. Serumstandards 
auch in allen pathologischen Fallen. 6. Dadurch bedingte Vereinfachung 
der Berechnung. 
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Uber Zuckeroxydationen und -zersetzungen. 


VI. Mitteilung: 
Die Spaltung der Glucose in C,-Ketten durch Erdalkalicarbonate. 


Von 
K. Bernhauer und H. Wolf. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1929.) 


Uber den Zerfall der Hexosen in C,-Ketten unter dem Einflu8 
von Alkalien und die hiermit in Zusammenhang stehenden Prozesse 
liegt bereits eine groBe Anzahl von Untersuchungen vor. Insbesondere 
die Bildung von Milchséure aus Zuckerarten fand bereits eine recht 
eingehende Bearbeitung, ebenso wurde die Methylglyoxalbildung 
bereits von einer gréBeren Anzahl von Forschern ziemlich eingehen 
untersucht. 


Dagegen liegt iiber den primaren SpaltungsprozeB, nimlich die Bildung 
der Triosen, nur aus jiingster Zeit eine Arbeit von Fischler! vor, der den 
experimentellen Beweis fiir die allgemeine Annahme erbringen konnte, 
da8 Triosen als primaire Produkte des Zuckerzerfalls in C,-Ketten auftreten. 
Bei der hier vorliegenden Untersuchung sollte daher aus der Reaktionsfolge : 
Hexose —> Triose —> Methylglyoxal —» Milchséure das Augenmerk ins- 
besondere auf den primaren Proze8 gerichtet und so ein Beitrag zur Frage 
der Triosenbildung aus Zuckerarten geliefert werden. 

Aus den bisherigen Arbeiten iiber den Zerfall der Zuckerarten ist er- 
sichtlich, daB Spaltung der Hexosen in C,-Ketten schon bei geringen Alkali- 
konzentrationen in gewissem Ausmafe stattfindet. So erhielt Ldéb? bei 
Destillation von Glucoselésungen mit Zinkstaub oder Eisen mit Wasser- 
dampf vielfach geringe Mengen von Methylglyoxal. Weiterhin geht das 
Gesagte insbesondere aus der Untersuchung von Neuberg mit Rewald 
sowie Oertel®? iiber die Methylglyoxalbildung aus Hexosen in Gegenwart 





1H. 165, 53, 1927. 

2 Diese Zeitschr. 12, 96 und 471, 1908. 

3 Ebendaselbst 55, 495, 1913; 71, 144, 1915. Aus Glucose wurde hier 
bis 15,5% der Theorie an reinem Methylglyoxalosazon erhalten; aus 
Dioxyaceton bis 70% der Theorie. 
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von Phenylhydrazin hervor, sowie aus den Destillationsversuchen Fischlers ', 
der hierbei bis etwa 5,6%*% an Methylglyoxal aus Hexosen erhalt«y, 
konnte. Aus dem Destillationsriickstand, der beim Zutropfenlassen ei 
3° igen Glucoselésung zu einer siedenden m/25 Natriumbicarbonatlésuny, 
die 6°, Dinatriumsulfit enthielt, und dauernder Destillation erhalten wurde. 
konnte er in einem bestimmten Zeitpunkt mittels Phenylhydrazin ein 
Trioseosazon gewinnen. Die als primares Spaltprodukt auftretende Triose 
geht demnach leicht in Methylglyoxal iiber, so daB es nur unter besonderen 
Bedingungen gelingt, sie aus dem Reaktionsgemisch zu isolieren. Die weitere 
Umlagerung des Methylglyoxals in Milchsaéure scheint bei héheren Alkali 
konzentrationen bereits mit groBer Geschwindigkeit zu verlaufen. Denn 
Evans und Mitarbeiter? konnten zeigen, daB die Bildung des Methy!- 
glyoxalosazons aus Glycerinaldehyd sowie Dioxyaceton bis zur Alkalitat eine: 
normalen Kalilauge eine steigende Funktion des Alkaligehalts ist, woraut 
dann wieder Abfall stattfindet. In prinzipiell gleicher Weise wirkte Tem 
peraturerhéhung. Den spateren Abfal! fiihren die Autoren darauf zuriick, 
daB bei héheren Alkalikonzentrationen oder Temperaturen die Umwandlung 
des Methylglyoxals in Milchséure die schaellste Reaktion darstellt. 


Um demnach einige Aussicht fiir die Gewinnung von Triosen 
zu haben, muBten Versuchsbedingungen eingehalten werden, bei 
denen nur geringe weitere Umwandlung derselben erfolgt. Es sollte 
daher in der vorliegenden Untersuchung festgestellt werden, in welchem 
Ausmafe durch die Einwirkung von Erdalkalicarbonaten sowie von anderen 
schwachen Alkalien auf Glucoselésungen usw. in der Hitze Spaltung 
in C,-Ketten stattfindet, und in welchem AusmaB8 hierbei die primaren 


Spaltprodukte, also Triosen und Methylglyoxal, erhalten werden kénnen 


Murochhauser* untersuchte bereits die Einwirkung von Erdalkali- 
carbonaten auf Glucoselésurigen bei Siedetemperatur, stellte aber lediglich 
die Drehungsabnahme fest und wies nach, daB hierbei Umlagerung in andere 
Zuckerarten stattfindet. Weiterhin fand er, daB bei langerem Kochen 
Saéurebildung (wahrscheinlich Saccharinsiuren) und Abnahme des Re 
duktionsvermégen statthat. Die sonstigen Arbeiten beziehen sich auf die 
Einwirkung der starker alkalischen Alkalicarbonate oder alkalisch wirkende! 
Salze. 


Bei den hier mitzuteilenden Versuchen wurde in der Weise vor- 
gegangen, daB zunichst im AnschluB8 an die Destillationsversuche 
von Fischler der Grad der Zuckerspaltung durch Einwirkung ver- 
schiedener Alkalien festgestellt wurde, unter besonderer Beriicksichtigung 
der primaren Spaltprodukte des Zuckerzerfalls in C,-Ketten. Hierbei 
zeigte sich, daB die Verwendung von Erdalkalicarbonaten fiir die 
beabsichtigten Zwecke am giinstigsten erschien. Es wurden daher 
Kochversuche mit Glucose und Erdalkalicarbonaten durchgefiihrt bei 


1H. 175, 237, 1928. 

2 Neuberg und Kobel, diese Zeitschr. 207, 241, 1929. 

3 Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 2703, 1926; 50, 486, 1928. 

4 Diese Zeitschr. 97, 97, 1919; 99, 190, 1919; 101, 74, 1920. 
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denen die erhaltenen Reaktionsfliissigkeiten Fehlingsche Lésung bereits 
in der Kalte reduzierten; sodann wurden die optimalen Bedingungen, 
unter denen Triosenbildung stattfindet, ermittelt. Im Anschlu8 daran 
wurde der Nachweis fiir das Auftreten der Triosen durch Uberfiihrung 
derselben in Methylglyoxal durch Destillation in schwefelsaurer Lésung 
erbracht und andererseits durch Reduktion der Triosen zu Glycerin; 
denn direkte Versuche, die Triosen mit Hilfe von Phenylhydrazin 
und p-Nitrophenylhydrazin zu isolieren, fiihrten zu keinem befriedi- 
genden Resultat. SchlieBlich wurden noch Versuche durchgefiihrt. 
bei denen das Ausma8 der Triosenbildung unter den gewahlten Ver- 
suchsbedingungen durch quantitative Uberfiihrung derselben in 
Methylglyoxal! und Ermittlung der gebildeten Menge desselben, fest- 
gestellt wurde?. Es konnten hierbei jedoch nie mehr als etwa 13°, 
an Triosen, bezogen auf angewandten Zucker, und 15°,, bezogen auf 
verbrauchten Zucker, erhalten werden. Es ist daraus ersichtlich, 
daB bei Einwirkung von Erdalkalicarbonaten auf die stabile Form 
der Glucose nur in geringem MaBe Zerfall in C,-Ketten erfolgt; unter 
den gewahlten Versuchsbedingungen findet keine wesentliche weitere 
Umwandlung der Triosen in Methylglyoxal statt und iiberhaupt keine 
Milchséurebildung*. Die Hydroxylionenkonzentration scheint fiir 
diese Prozesse nicht ausreichend zu sein. Uber die Spaltung der Zucker- 
arten in C,-Ketten unter der Einwirkung von Erdalkalicarbonaten, 
sowie Wasser allein unter Druck im AnschluB an die Ergebnisse der 
vorangehenden Mitteilung‘ soll demnichst berichtet werden. Weiterhin 
sei hier noch erwahnt, daB der Befund, daB beim Kochen von Glucose- 
lésungen mit Erdalkalicarbonaten keine nennenswerten Mengen von 
Methylglyoxal erhalten werden konnten, dazu veranlaBte, auch Dioxy- 
aceton in analoger Weise zu behandeln. Hierbei wurden gleichfalls 
nur geringe Mengen von Methylglyoxal erhalten. Dies schien darauf 
hinzudeuten, daB unter den gewahlten Bedingungen das Gleichgewicht 
im System Triose = Methylglyoxal stark zugunsten der Triose (bzw. 
sogar der Hexosen) verschoben erscheint. Von diesem Gesichtspunkt 
aus durchgefiihrte Versuche mit Methylglyoxallésungen und Calcium- 
carbonat ergaben auch tatsachlich die Bildung von Triosen und auch 
Hexosen bereits beim Schiitteln in der Kalte. Hieriiber wird alsbald ein- 


1 Neuberg, Farber, Levite und Schwenk, diese Zeitschr. 88, 263, 1917. 

2 Spater wurde die Beobachtung gemacht, daB Zuckerlésungen (ins- 
besondere Fructose und Rohrzucker) beim Destillieren mit Schwefelsdure 
eine jodoformbildende Substanz an das Destillat abgeben. Ob es sich 
hierbei um Methylglyoxal handelt, ist noch nicht ganz sichergestellt, da 
die erhaltenen Lésungen sehr verdiinnt sind. Die angefiihrten Prozent- 
zahlen sind daher etwas zu hoch. 

3 Extraktionen der angesduerten Lésungen verliefen stets ergebnislos. 

4 H. Wolf, Uber die Milchséurebildung aus Rohrzucker, unter Druck. 
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gehender berichtet werden!, ebenso ‘iiber die Gleichgewichtsverhalt- 
nisse im System Glycerinaldehyd [= Dioxyaceton. 


Experimentelles, 
(Mitbearbeitet von B.Gérlich und F. Veéera.) 
1. Destillationsversuche. 


Es wurde zunachst im Anschlu8 an die von Fischler durchgefiihrten 
Versuche mit Hilfe einer analogen Destillationsanordnung das durch 
Einwirkung schwacher Alkalien auf Glucoselisungen entstandene 
Methylglyoxal im Destillat quantitativ nach der Methode von Fischler 
und Boettner! bestimmt ; andererseits wurden die im Riickstand noch vor- 
handenen Zuckermengen mittels Fehlingscher Lésung nach der Methode 
von Bertrand sowie im Lohnsteinschen Saccharometer und weiterhin 
das Reduktionsvermégen nach dem Vergiren einer Probe quantitatiy 
ermittelt. Zur Vergirung wurde ein Uberschu8 von kauflicher PreBhefe 
verwendet. Die Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, dat} 
zu der im Destillationskolben befindlichen Alkalilésung bzw. -suspension 
(stets 250 ccm) im Tempo der abdestillierenden Flissigkeit eine Glucose. 
losung, die stets 5 g Substanz enthielt, innerhalb 3 Stunden zutropfen 
gelassen wurde. Nach weiterem |stiindigen und ferner 31stiindigen 
Kochen wurden die Analysen durchgefiihrt. Einige der durchgefiihrten 
Versuche, die einen Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Alkalien 
erméglichen, sind in Tabelle I. wiedergegeben. 


Tabelle I. 





Unvergiarbares, berechnet als 
Glycerinaldehyd 


Methylglyoxal 
Versuchs- Zucker: 


Alkali dauer vom vom verbrauch 
Gesamt- verbrauchten 





zucker Zucker 
Std. Fo %o 


m/25 NagC Os 31), 0,068 a 15,4 22,4 
0,055 19,7 23 


5g CaO 31, | 0,049 0,8 0 0 
0,02 0 0 
m/12 Ca(OH) 0,08 045 89 27 
0,033 1, 20,6 32 
CaCO 31/, 0,008 0, 8,64 48 
0,011 0, 14 45,8 
MgCOs | 0,022 1, 28 47,5 
0,08 1, 28,8 39,6 


Aus diesen Versuchen geht hervor, da8 bei Verwendung der 
schwach alkalisch reagierenden Erdalkalicarbonate die Methylglyoxal- 


1 Siehe nachste Mitteilung. 
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bildung sehr geringfiigig ist; trotzdem findet aber recht weitgehende 
Zersetzung des Zuckers statt, wie aus der starken Abnahme des Re- 
duktionsvermégens ersichtlich ist. Die mittels Fehlingscher Lésung 
ermittelten Mengen an unvergarbarer Substanz wurden zunachst 
ganz unverbindlich auf Glycerinaldehyd bezogen, da die betreffenden 
Lisungen Fehling bereits in der Kalte reduzierten. Aus den Versuchs- 
ergebnissen kann der SchluB gezogen werden, daB die Verwendung 
von Erdalkalicarbonaten fiir die beabsichtigten Zwecke, also zur Fest- 
stellung der Spaltung des Zuckermolekiils in C,-Ketten besonders 
geeignet erscheinen, da hierbei nur geringe weitere Umwandlung der 
Triosen stattzufinden scheint. 


2. Kochversuche. 

Auf Grund der im vorigen Abschnitt gewonnenen Ergebnisse 
wurde nun dazu itibergegangen, Glucoselésungen in Gegenwart von 
Erdalkalicarbonaten unter RiickfluBkihlung zu kochen. 

Aus den Versuchen ging hervor, dai Magnesiumcarbonat eine 
recht intensive Zersetzung der Glucose bewirkt, wobei reichliche 
Mengen unvergarbarer Substanz auftreten. Bei allen diesen Versuchen 
reduzierten die erhaltenen Fliissigkeiten Fehlingsche Lésung bereits 
in der Kalte. Zugleich ergab sich aus diesen Versuchen, da das Maxi- 
mum an unvergirbaren Substanzen in hochkonzentrierten Lésungen 
erhalten wird. 

Fs wurden nun Versuche durchgefiihrt zur Feststellung, in welchem 
Zeitpunkt das Maximum an unvergiarbarer, reduzierender Substanz 
erhalten werden kann. Hierbei gelangten stets je 100ccm 2- oder 
10°%,iger Glucoselésung zur Verwendung; die Versuche wurden mit 
Caleium- sowie Magnesiumcarbonat durchgefiihrt und Proben der 
Fliissigkeit nach bestimmten Zeitabschnitten entnommen und wie 
bisher analysiert. Nur die Vergarung im Lohnsteinschen Saccharometer 
unterblieb hier. Die Ergebnisse sind aus Tabelle II ersichtlich und 
bediirfen keiner weiteren Interpretation. 


Tabelle II. 

















2 */oige Glucose 10 °/oige Glucose 
CaCO; MgCO, CaCOz MgCO; 
Stunden Zucker, berechnet aus Reduktionsvermégen, in °/o 
vor nach vor nach vor nach vor nach 
Vergérung 
ea & 13,5 48 24,5 94 8,7 76 23 
8 64 19,5 29 19,5 79 a 60 29,8 
12 55 22,3 23 15,4 71 19,3 49 31 
16 -— -- _ _ 62 | 22,4 _ — 
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In einem weiteren Versuch, bei dem 100 ccm einer 10°, igey 
Glucoselésung mit 3g Magnesiumcarbonat 10 Stunden lang unte 
RickfluBkiihlung gekocht wurden, ergab die Wasserdampfdestillat io, 
ein Destillat, aus dem mittels Phenylhydrazin, Essigsiure und Natrivm. 
acetat am Wasserbad die Ausfallung eines Osazons erhalten wurde 
das nach dem Waschen mit Methylalkohol den Schmelzpunkt 165 
ergab. In Mischung mit reinem Glyoxalosazon vom Schmelzpunkt 175 


trat keine Depression ein, mit Methylglyoxalosazon dagegen Depression & 


bis auf 135°. Die Menge an erhaltenem Osazon war allerdings sehr 
gering; dieses Ergebnis spricht fiir urspriingliche Gegenwart von 
Glykolaldehyd'. Der Riickstand von der Wasserdampfdestillation 
zeigte nach der Vergirung ein Reduktionsvermégen, das 20,3 % Triose 
entsprechen wiirde. Ein Teil der vergorenen Lésung wurde mit Schwefel. 
saure versetzt und destilliert. Das Destillat zeigte Jodoformreaktioy 
und ergab eine geringe Menge von Methylglyoxalosazon vom Schmelr. 
punkt 145°. Dieses Ergebnis spricht fiir die urspriingliche Gegenwart 
von T'riosen. 

Bei einem anderen Versuch wurden 500 ccm einer 2°, igen Glucose. 


lésung mit 3 g Magnesiumcarbonat 14 Stunden unter RiickfluBkiihlung F 


gekocht. Im Wasserdampfdestillat wurde Methylglyoxalosazon vom 
Schmelzpunkt 145° abgeschieden, Mischungsschmelzpunkt sprach fiir 
Identitat. Der Riickstand der Wasserdampfdestillation wurde mit 
Hefe vergoren und auf Pentosen gepriift, indem er mit Salzsiuri 
destilliert wurde. Das Destillat erzeugte auf Anilinacetatpapier Rot. 
farbung und gab mftt Phloroglucin-Salzséure deutliche dunkelgriine 
Farbung. Die Menge an Pentosen scheint nur relativ gering gewesen 
zu sein.? 

In weiteren Versuchen wurde festgestellt, in welchem Ausmatlie 
Methylglyoxalbildung erfolgt, wenn man Glucoselésungen in Gegenwart 
von Phenylhydrazin mit Calcium- oder Magnesiumcarbonat kocht 
Es wurde dabei in ahnlicher Weise vorgegangen wie von Newberg und 
Oertel?. 


1 Spatere analog durchgefiihrte Versuche zeigten, daB nach 4stiindige: 
Kochdauer im Wasserdampfdestillat mittels Phenylhydrazin nur Methy|- 
glyoaxlosazon ethalten werden kann, dagegen wurde nach 10stiindiger 
Kochdauer Glyoxalosazon gewonnen. Dies deutet darauf hin, daB der 
Glykolaldehyd erst durch Spaltung der allmiéhlich gebildeten Pentosen 
zu entstehen scheint, aus denen Fischler mittels seines Destillierverfahren- 
gleichfalls Glykolaldehyd erhalten konnte. 

2 Neuberg (diese Zeitschr. 12, 337, 1908) erhielt bei Versuchen iiber 
die Kondensation von Glykolaldehyd durch Einwirkung von kolloidalem 
Bariumcarbonat in methylalkoholischer Lésung auch Pentosen in maBige 
Ausbeute, was auf einen Depolymerisierungsvorgang hinweist. 

3 Diese Zeitschr. 55, 495, 1913. 
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500cem 2% iger Glucoselésung wurden mit 18cecm Phenylhydrazin 
und 3g Magnesiumcarbonat 14 Stunden unter RiickfluBkiihrung gekocht. 
Aus dem abfiltrierten Riickstand wurde mittels Salzsiure das Magaesium- 
carbonat entfernt, die erhaltene Schmiere nach dem Trocknen mit 
Methylalkohol gewaschen und das so gewonnene gelbe Osazon aus Benzol 
umkristallisiert. Schmelzpunkt 145°, Ausbeute etwa 0,1 g. Analog ver- 
liefen Versuche mit Calciumcarbonat. 


3. Isolierung und Nachweis der Triosen. 


Auf Grund der gemachten Erfahrungen wurde nun daran ge- 
gangen, die durch Zuckerspaltung gebildeten Triosen in Form von 
Derivaten oder Umwandlungsprodukten zu isolieren. Die hierzu er- 
forderlichen Reaktionsprodukte wurden durch Il4stiindiges Kochen 
von je 80 g Glucose in 400 cem Wasser unter Zusatz von 10 g Magnesium- 
carbonat gewonnen. Zum Nachweis der gebildeten Triosen dienten 
folgende Versuche: , 


a) Uberfiihrung der Triosen in Methylglyoxal. 


Eine Fliissigkeitsmenge, die urspriinglichen 10 g Glucose entsprach, 


- wurde nach Zusatz von 200 ccm Wasser der Destillation unterworfen. 


Es wurden zweimal je 100ccm Wasser abdestilliert und durch die 


| gleiche Wassermenge wieder ersetzt. In dem Destillat wurde das vor- 


vorhandene Methylglyoxal als Osazon gefallt. Nach dem Reinigen 
Schmelzpunkt 145°, Menge sehr gering. Der Destillationsriickstand wurde 
mit 20 cem konzentrier.er Schwefelsiure versetzt und unter jeweiligem 
Ersatz der abdestillieften Fliissigkeit insgesamt 300ccm Destillat 
aufgefangen. Die Methylglyoxalbestimmung nach Fischler und Boettner 
ergab 0,97g. Der Rest des Destillats mit p-Nitrophenylhydrazin 
und Essigséure umgesetzt, ergab am Wasserbad sofort einen voluminésen 
Niederschlag. Schmelzpunkt 277° (aus Nitrobenzol und etwas Toluol). 

3,433 mg gaben 0,77 ccm N (¢ = 19°, b = 740 mm). 

C,5H,,O,N,. Gef.: 24,79% N; ber. : 24,56%, N. 

Bei einem anderen Versuche wurde in analoger Weise das Phenyl- 
osazon dargestellt. Schmelzpunkt 145°, nach dem Waschen mit Methyl- 
alkohol und Umkristallisieren aus Benzol. 

4,242 mg gaben 0,85ccm N (¢ = 20°, b = 756mm). 

CisHyNy- Gef.: 22,54% N; ber.: 22,2% N. 


b) Reduktion der Triosen zu Glycerin. 

Versuche, bei denen der durch Eindampfen im Vakuum erhaltene 
und in Alkohol aufgenommene Sirup weiterverarbeitet wurde, fiihrten 
nicht zu dem gewiinschten Ergebnis, da allem Anschein nach beim 
Eindampfen der Lésung Kondensation der gebildeten Triosen zu 
Hexosen stattfand. Das urspriinglich vorhandene Reduktionsvermégen 
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in der Kalte war nach dieser Behandlung fast vollstandig verschwundey 
Es wurde daher versucht, die im Reaktionsgemisch vorhandeney 
Triosen direkt zu Glycerin zu reduzieren, indem die Versuchsfliissig. 
keiten sofort nach Abbruch des Versuchs weiterverarbeitet wurden 
Beim langeren Stehen der Fliissigkeiten nahm namlich das Reduktions. 
vermégen in der Kalte auch stark ab. Bei der Reduktion zu Glycerin 
wurde in analoger Weise wie von Piloty! vorgegangen. 

Die auf 0° abgekiihlte Lésung wurde mit 6g Aluminiumsulfat und 
200 g 244% igem Natriumamalgam versetzt und 2 Stunden geriihrt. Zi. 
Entfernung des kolloidal ausfallenden Aluminiumhydroxyds sowie de: 
sonstigen Verunreinigungen wurde die Fliissigkeit im Vakuum eingedamy)it 
und der Riickstand mit Alkohol extrahiert. Der nach dem Verdampten 
im Vakuum gewonnene Sirup wurde in Wasser aufgenommen und zu 
Kntfernung des noch vorhandenen Zuckers mit Calciumoxyd behande'lt. 
Nach dem abermaligen Eindampfen wurde das Glycerin mit Alkoho! 
herausgelést und der nach dem Vertreiben des Alkohols erhaltene, fast 
farblose Sirup durch Darstellung des Tribenzoats als Glycerin identifiziert. 
Aus Ligroin wurden Nadeln vom Schmelzpunkt 75° erhalten, Mischungs- 
schmelzpunkt gab keine Depression. 

0,2102 g¢ gaben 0,5463 g CO,, 0,0984 ¢ H,O. 
C,H,(C,H,O,);. Gef.: 70,9% C, 5,24% H; ber.: 71,28% C, 4,95% H. 


Wie bereits friiher erwahnt, fiihrten Versuche zur Isolierung 
der Triosen in Form ihrer Osazone nicht zum Ziele; zur Anwendung 
kam Phenylhydrazin, Bromphenylhydrazin sowie p-Nitropheny!- 
hydrazin. 

‘4. Der quantitative Verlauf der Triosenbildung. 


Es wurden nun noch Versuche durchgefiihrt, bei denen die Menge 
der gebildeten Triosen durch Uberfiihrung derselben in Methylglyoxa! 
und dessen Bestimmung nach Fischler und Boetiner ermittelt wurde. 
Als Beispiel sei folgender Versuch angefiihrt: 

20 g Glucose wurden mit 5g Magnesiumecarbonat und 100 cem Wasse: 
unter RiickfluBkiihlung gekocht. Nach je 4 Stunden wurde das Gesamt- 
reduktionsvermégen nach Bertrand, der unverbrauchte Zucker im Lohnstei) 
schen Saccharometer und die gebildeten Triosen durch saure Destillation 
(Uberfiihrung in Methylglyoxal) bestimmt. 


Tabelle II]. 





x Ss en 
Versuchsdauer ~~) oad — er oo ry ea 4 fur 
({/_ com) Zuckermenge 
Std. mg Cu g O%, 6 
4 115,2 42 5,2 6.5 
8 79,8 2.5 54 6.8 
12 65,8 1,3 5,7 7,1 
16 57,6 0,7 6,9 7,5 


1 B. 80, 3167, 1897. 
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In Versuchen mit 40°,iger Glucoselésang wurden 8 bis 10°) an 
Methylglyoxal in analoger Weise gewonnen. Dies entspricht etwa 10 bis 
12% an Triosen, bezogen auf die urspriingliche Zuckermenge; bei Berech- 
nung auf verbrauchten Zucker entspricht dies etwa 15°, an Triosen?. 

Zusammenfassung. 


x 


Es wurde die Einwirkung von Erdalkalicarbonaten auf Glucose 
in der Hitze studiert und dabei die Bildung von Triosen beobachtet, 
die in Form von Umwandlungsprodukten identifiziert werden konnten 
(Methylglyoxal, Glycerin). Die Menge der gebildeten Triosen wurde 
durch Uberfiihrung derselben in Methylglyoxal ermittelt und so fest- 
vestellt, daB im giinstigsten Falle bis 15°? des angewandten Zuckers 
in Triosen zerfallen. Der Rest des Zuckers wird auBer in Pentosen 
zweifellos vornehmlich in ein Gemisch von Saccharinsduren tiber- 
gefiihrt. Milchsiure wurde unter den Versuchsbedingungen nicht 
gebildet. Aus den Versuchen geht hervor, da die vorhandene Alkalitat 
wohl zum Zerfall der Glucose in Triosen ausreichend ist, nicht aber 
mu einer erheblichen Bildung von Methylglyoxal und zu keiner Uber- 
fiihrung dieses in Milchsaure. 

1 Wie bereits erwahnt, sind diese Werte, wie sich spiater herausstellte, 
etwas zu hoch, da Zucker selbst auch etwas Jodoform bildende Substanz gibt. 

2 GemaB der erwahnten Korrektur etwa 12 bis 13%. 


29* 
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VII. Mitteilung: 
Die Umwandlungen des Methylglyoxals. 
(I. Die intramolekularen Umlagerungen.) 


Von 
K. Bernhauer und B. Gorlich. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1929.) 


Das Methylglyoxal steht bekanntlich im Mittelpunkt des Zucker. 
abbaues, und zwar nicht nur des biologischen, sondern auch des rein 
chemischen. Es lassen sich von demselben eine ganze Anzahl von 
Vorgangen herleiten, die auf dem leichten Umwandlungsvermégen 
dieses Kérpers beruhen!. So stellt das Methylglyoxal die Vorstufe 
der beim Zuckerzerfall so haufig auftretenden Milchsdure dar, und weiter- 
hin wird man die beim Zuckerabbau vielfach auftretende Essigsdéur: 
wohl auf einen Zerfall des Methylglyoxals oder eines Umwandlungs- 
produktes desselben, der Brenztraubensaure, zuriickzufiihren haben 
In letzter Zeit beschaftigten sich insbesondere Evans und Mitarbeiter 
mit der Kinetik dieser Prozesse. 


Diese Autoren stellten fest, daB bei der Einwirkung von Kalilauge 
auf Glycerinaldehyd? sowie Dioxyaceton® erst bei Verwendung von 0,8 1 
Lauge (25° und 50°) intensivere Milchséurebildung erfolgte. Bei geringeren 
Alkalikonzentrationen konnie in Gegenwart von Phenylhydrazin Methy]- 
glyoxal als Osazon abgefangen werden, waihrend es in Versuchen ohne 
dieses einem Zerfall unterlag, bei dem Ameisen- und Essigsiure auftraten. 


1 Auf den oxydativen Abbau des Methylglyoxals soil hier nicht ein- 
gegangen werden. Auf die Méglichkeit der Beteiligung des Methylglyoxals 
bzw. dessen Umwandlungsprodukten bei der Bildung zyklischer (auch 
N-haltiger) Verbindungen beim Zuckerzerfall und die experimentelle 
Priifung dieser Frage wird in anderem Zusammenhange zuriickzukommen 
sein. Uber die Beteiligung des Methylglyoxals an der Methylimidazol- 
bildung siehe auch Bernhauer und Gorlich, H. 1838, 67, 1929. 

2 Evans und Hass, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 2703, 1926. 

3 Evans und Cornthwaite, ebendaselbst 50, 486, 1928. 
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Hinsichtlich direkter Versuche mit Methylglyoxal ist zunachst die 
Untersuchung von Denis! von Interesse. Diese Autorin erhielt bei der 
Einwirkung von 4 Mol Kalilauge auf Methylglyoxal nach zweitaégigem 
Stehen in der Kalte gegen 52%, der berechneten Menge Zinklactat. Beim 
Erhitzen von Methylglyoxallésungen auf 100° fand langsame und unvoll- 


| standige Umwandlung in Milchséure statt. Kuhn und Heckscher? unter- 


suchten die Einwirkung alkalischer Puffer auf Methylglyoxal und stellten 
analytisch die Umwandlung desselben in Milchséure nach bestimmten 


| Zeiten fest. Sie fanden, da erst beim py-Wert 8,7 innerhalb 5 Stunden 


bei Zimmertemperatur die Umwandlung des Methylglyoxals etwa 16% 
betragt. Bei 20stiindiger Einwirkung von 10ccm 2n Natronlauge auf 
10mg Methylglyoxal bei Zimmertemperatur wurden iiber 95°, in Milch- 
siure umgewandelt. Versuche iiber die direkte Spaltang des Methylglyoxals 
in Ameisen- und Essigsaéure sind aus der Literatur nicht ersichtlich, doch 
kénnte dieser Spaltungsvorgang nach den bisherigen Erfahrungen wohl 
realisierbar sein. 


AuBer diesen Prozessen scheint jedoch das Methylglyoxal noch 


' anderen Umwandlungen zu unterliegen. Durch die Untersuchungen 


von Emmerling und Loges* ist bekannt, daB bei der Einwirkung von 
héchst konzentriertem Alkali auf Glucose oder Rohrzucker in be- 
trachtlicher Menge Acetol gebildet wird. Daneben entstehen auch 
leichter fliichtige Produkte. Bei diesem ZerfallsprozeB handelt es 
sich wahrscheinlich um eine Disproportionierung des bei der Zucker- 
spaltung entstehenden Methylglyoxals zu Acetol und Brenztraubensdure* 
unter der Einwirkung des héchst konzentrierten Alkalis. Die hierbei 
gebildete Brenztraubensiure wird‘einem sofortigen weiteren Zerfall 
in Kohlendioxyd und Acetaldehyd unterliegen. 


Die vorliegende Untersuchung sollte sich nun mit der Einwirkung 
von Alkalien auf Methylglyoxal und den hierbei stattfindenden Um- 
wandlungsprozessen eingehender beschaftigen; insbesondere _ sollte 
hierbei die Abhangigkeit des jeweils tiberwiegenden Vorganges vom py 
beriicksichtigt werden. 

Bei diesen Untersuchungen ergab sich jedoch alsbald eine Er- 
weiterung des Problems durch den Befund, daB in der Nahe des Neutral- 
punktes, und zwar bei der Behandlung von Methylglyoxallésungen 
mit Erdalkalicarbonaten ein synthetischer ProzeB vor sich geht, der 
in der Umwandlung des Methylglyoxals in eine Triose (wahrscheinlich 
Glycerinaldehyd) und Kondensation derselben zu Hexosen (a-Acrose) 
besteht. Dadurch ist auf rein chemischem Wege die Riickverwandlung 
des durch Zuckerspaltung entstehenden Methylglyoxals in eine Hexose 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 38, 561, 1907. 

2 H. 160, 136, 1926. 

* B. 14, 1005, 1881; 16, 837, 1883. 

4 Neuberg beriicksichtigte bereits in anderem Zusammenhang diese 
Art der Umwandlung des Methylglyoxals (diese Zeitschr. 49, 503, 1913.) 
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realisiert, ein ProzeB, der im biologischen Geschehen von gréBter 
Bedeutung zu sein scheint und wohl einen Teilvorgang der Mey 
hofschen Reaktion darstellt'. 

Unter Beriicksichtigung aller geschilderten Vorginge gelangen 
wir demnach zu folgendem Schema iiber die Umwandlungen des Methy 
glyoxals auf rein chemischem Wege: 


Milchsaure Hexose 


Methylglyoxal 


Ill. a, 1. 
RS ey 

NS % 
& 4; 


a Ne 


Ameisen- und Essigsaure Acetol (bzw. Milchsiurealdehyd) 
(als Endprodukte) und Brenztraubensaure. 


4 


I. Fiir die Umwandlung in Milchsdure ergibt sich folgende Formu- 
lierung? (,,innere Cannizarosche Reaktion“): 
CHO CHO 
| | 


COOH 


al H—OH- 
co +H,0 — O<9y| Austausch — CHOH 
| | | 

CH, CH, CH, 


1 Uber die Umwandlung von Milchséure in Methylglyoxal liegt bishe: 
nur der Befund von Dakin und Dudley (Journ. of biol. Chem. 15, 130, 1913) 
vor, da8 bei Einwirkung von p-Nitrophenylhydrazin auf Milchséure das 
betreffende Methylglyoxalosazon entsteht. AuBerdem werden auch Neben 
produkte gebildet, so daB die Reversibilitét auf rein chemischem Wege 
nicht eindeutig nachgewiesen erscheint. Dagegen ist bekanntlich der 
biologische Vorgang reversibel. Neuberg und Gorr (Erg. d. Physiol. 24, 
194, 1925) und Neuberg und Kobel (Zeitschr. f. angew. Chem. 38, 761, 1925) 
haben darauf hingewiesen, daB die biologische Riickverwandlung von Milch- 
séure in Zucker viel plausibler erscheint, wenn man sich vorstellt, daB die 
Milchsaure in Form eines ,,Methylglyoxalhydrats‘ zugegen ist. Oppenheimer 
(Die Fermente 2, 1555, 1926) faBt ebenfalls den Vorgang in analoger Weise 
auf und verweist auf die gleiche Ansicht Meyerhofs. 

2 Alle hier verwendeten Formulierungen sollen blo8 ein éuBerliches 
Bild der Vorgange geben, ohne da®B damit etwas iiber den wirklichen 
Mechanismus ausgesagt sein soll. 
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II. Die Umlagerung in Glycerinaldehyd gestaltet sich folgendermaben : 
CHO CHO CHO 


CO +H,O — O<@H) H-OH- — CHOH 
| Austausch 
| CH,OH 





CH, CH, 
Ill. Spaltungsvorgange : 
H.COOH HO CHO H H.CHO-+H.COOH 
| — | + “Ne 
H.CO < H co OH —> COOH CH,OH 
CH, CH, CH, 
IV. Dismutation zu Acetol und Brenztraubensdure : 
H—O H-Austausch 
, . , OH j 
2CHO+H,O CHO H.C<94 CH,OH 
| | 
CoO — CO _ CO — CO 
| | | 
CH, CH, CH, CH, 
COOH co, 
| Spaltung 
co Pe. EO 
CH, CH, 


Es ist ersichtlich, daB dieses Schema der rein chemischen Um- 
wandlungen des Methylglyoxals mit dessen biochemischen Umsetzungen 
weitgehend tibereinstimmt. 

Hinsichtlich der Vorstellungen tiber die Umwandlung von Triosen 
(bzw. des Glycerinaldehyds) in Methylglyoxal stehen zwei Anschauungen 
einander gegeniiber: 

a) Evans und Hass (1. c.) gehen vom Triosedienol aus und leiten 
die Methylgruppe des Methylglyoxals von der urspriinglichen Aldehyd- 
gruppe des Glycerinaldehyds ab; sie formulieren den Vorgang folgender- 


maBen: 
CH, OH CH,OH CH,OH O CHO +H,0 
| | | 
CHOH —> c.oH —_> C + — C:O 
| || O 
CHO CHOH H.C H, CH, 


b) Nach anderen Formulierungen handelt es sich um einen H—-OH- 
Austausch zwischen den alkoholischen Gruppen des Glycerinaldehyds ; 
die hier nachgewiesene Umkehrbarkeit des Vorganges spricht fiir 
diese Vorstellung: 

CHO CHO CHO 


| 
CHOH = + een = sO 


CH,OH CH, CH, 








y 
4 
f. 
i 
& 





456 K. Bernhauer u. B. Gorlich: 


Als Parallele zu diesem ProzeB, der demnach als Dismutation 
zwischen zwei alkoholischen Gruppen aufgefaBt werden kann}, sei 
auf die Bildung der o-Osone von Zuckern hingewiesen, die die Vorstufen 
der Saccharinséuren darstellen?. Diese zweite Auffassung scheint 
weitaus mehr Wahrscheinlichkeit zu haben als die erste. 

In der vorliegenden Untersuchung wurden die im obigen Schema 
unter I und II skizzierten Umwandlungsprozesse naiher untersucht 
Die Ergebnisse seien im folgenden wiedergegeben : 

I. Hinsichtlich der Milchsdurebildung aus Methylglyoxal unter 
der Einwirkung verschieden konzentrierten Alkalis wurde festgestellt. 
daB8 unter den gewahiten Versuchsbedingungen insbesondere im Anfang 
die Umwandlung sehr rasch erfolgt und spater nur allmahlich. Da 
demnachst im Zusammenhang mit der Untersuchung der Abhangigkeit 
der Gleichgewichtslage im System Hexose [=~ Triose [= Methy|- 
glyoxal =. Milchsaure vom py-Wert eingehender hierauf zuriick- 
zukommen sein wird, wurden hier nur wenige Versuchsreihen durch- 
gefihrt. 

II. Die Umwandlung des Methylglyoxals in Triosen wurde bei 
der Einwirkung von Erdalkalicarbonaten auf Methylglyoxallésungen 
in der Hitze sowie bei Zimmertemperatur beobachtet. Hierbei zeigte 
sich, daB insbesondere in der Hitze weitere Kondensation der Triosen 
zu Hexosen erfolgt, dgch konnten in Versuchen bei Siedetemperatur 
wegen der sehr starken Verharzung keine reinen, einheitlichen Osazone 
erhalten werden. In Versuchen unter Schiitteln bei Zimmertemperatur 
ging der in Frage stehende Umwandlungsproze8 bereits in sehr weit- 
gehendem Mae vor sich. Gemaif dem Reduktionsvermégen der 
Lésungen wiirde bei Versuchen mit Magnesiumcarbonat nach 48 Stunden 
eine tiber 80°,ige Umwandlung des Methylglyoxals in Triosen statt- 
gefunden haben. Hierbei fand jedoch neben der Umwandlung in Triosen 
auch eine sofortige Kondensation derselben zu Hexosen statt, so dab 
die durch Reduktionsproben ermittelten Werte keinen vdllig _ be- 
friedigenden AufschluB iiber den UmwandlungsprozeB gaben. Von 
groBem Interesse erscheint dabei die Feststellung, dab bei analoger 
Behandlung reiner Dioxyacetonlésungen keine Kondensation zu 
Hexosen stattfand. Man kann daraus schlieBen, daB unter diesen 
Bedingungen entweder keine Umwandlung des Dioxyacetons in Glycerin- 


1 Nach v. Euler und M yrbdck(H. 181, 5, 1929) kann man als ,,Mutation“ 
oder ,,Dismutation*‘ im weitesten Sinne einen Vorgang bezeichnen, ,,aus 
welchem zwei Molekiile oder Molekiilteile (innere Mutation) hervorgehen, 
von welchen das eine einen héheren Energiegehalt auf Kosten des anderen 
gewonnen hat“. Auf die Bedeutung der Dismutationsvorgange fiir das 
Verstandnis des rein chemischen Zuckerabbaus wird demniachst zuriick- 
zukommen sein. 

2 Nef, A. 408, 234, 1914. 
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aldehyd, der wchl fiir die Kcndensaticn zu Hexcsen vorhanden sein 
muB, erfolgt, oder daB der aus dem Methylglyoxal entstehende Glycerin- 
aldehyd im status nascens, bzw. in der Form, in der er heirbei gebildet 
wird, fiir die Kondensation zu Hexosen weitaus reaktionsfahiger ist. 
Weiterhin zeigte sich, daB in Flissigkeiten, die durch Schiitteln von 
Methylglyoxallésungen mit Magnesiumcarbonat und Abfiltrieren des- 
selben erhalten worden waren, beim ruhigen Stehen bei Zimmertemperatur 
die Umwandlung der gebildeten Triosen in Hexosen noch weiter vor 
sich ging. Aus sofort verarbeiteten Lésungen wurde Triose- und Hexose- 
osazon isoliert und identifiziert, aus stehengebliebenen Lésungen 
konnte nur noch Hexoseosazon gewonnen werden. Dieser Vorgang 
wurde auch durch Bestimmung des Reduktionsvermégens verfolgt. 

Bei diesen Versuchen wurde noch nicht erwiesen, ob die gebildete 
Triose nur Glycerinaldehyd ist oder ob unter den Versuchsbedingungen 
auch Bildung von Dioxyaceton erfolgt. Um fiir die Entscheidung 
dieser Frage einige Erfahrungen zu sammeln, haben wir mit der Unter- 
suchung der Gleichgewichtsverhaltnisse im System Glycerinaldehyd 
= Dioxyaceton begonnen; denn bisher ist nur durch Versuche von 
H. L.O. Fischer, Taube und Baer! die Umwandelbarkeit des Glycerin- 
aldebyds in Dioxyaceton durch Kochen in Pyridin erwiesen worden. 

In Zusammenhang hiermit steht auch die Frage, welche Hexose- 
arten bei der Kondensation unter den gewahlten Bedingungen auftreten. 
Denn das aufgefundene a-Acrosazon kann sich von der d, 1-Glucose, 
d, 1-Fructose und d, 1-Mannose herleiten. Ob neben a-Acrosazon auch 
B-Acrosazon (das aus den betreffenden Zuckern der Galaktosereihe 
entsteht) aufgefunden werden kann, miissen erst weitere Versuche 
zeigen. Ebenso ist die Untersuchung der Frage, ob ebenso wie Methy!- 
glyoxal in Glycerinaldehyd auch Acetol in Glycerin tibergefiihrt werden 
kann, bereits in Angriff genommen. 

Anhangsweise sei noch erwahnt, daB Versuche, die im Hinblick 
auf die Frage nach der Vergirbarkeit des Methylglyoxals und Glycerin- 
aldehyds unternommen wurden, zeigten, daB beim Schiitteln von Methy]- 
glyoxallésungen mit Calciumcarbonat und PreBhefe relativ reichliche 
Kohlensaureentwicklung — stattfindet. Welche Bedeutung diesem 
Befunde zukommen mag, wird untersucht. 


Experimentelles. 
(Zum Teil mitbearbeitet von F. Vevera.) 
A. Darstellung des Methylglyoxals. 


Im Anschlu8 an die Feststellungen von Pinkus* konnten Neuberg, 
Faerber, Levite und Schwenk® zeigen, daB beim Destillieren von Dioxyaceton 


1 B. 60, 479, 1927. 
2 B. 81, 31, 1898. 
2 Diese Zeitschr. 88, 263, 1917. 
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mit verdimnter Schwefelsiure unter jeweiligem Ersatz der abdestilliert 
Flissigkeit durch Wasser Methylglyoxal in fast 100°%iger Ausbeute ; 
halten werden kana. Die unter diesen Bedingungen erhaltenen Meth, 
glyoxallésungen hatten jedoch nur geringen Prozentgehalt. Sjollema wii 
Kam! stellten in ahnlicher Weise Methylglyoxallésungen dar, setzte 
jedoch zur Vermeidung der Verkohlung Alummiumsultat zu und finger 
nur den erst ibergehenden Anteil auf, der einen weit héheren Prozentgehalt 
an Methylglyoxal aufwies. Hier sollte nun festgesteilt werden, wieweit 
dieses Verfahren zur Herstellung von Methylglyoxallésungen von lx 
stimmtem Prozentgehait geeignet ist. Zur quantitativen Bestimmung des 
Methylglyoxals wurde das Verfahren von F. Fischler und Boettner? ay, 
gewendet. Unsere Erfahrungen iiber die Darstellung des Methylglyoxa!s 
durch Destillation von Dioxyaceton mit Phosphorpentoxyd im Vakuur 
nach H.L.O. Fischer und Taube* wurde bereits Mitveilung gemacht‘ 
Wegen des hohen Interesses, das das Methylglyexal beansprucht, sei hie: 
iiber die Herstellung verdiinnter Lésungen desselben eingehender ‘berichtet 

In den folgenden Versuchen wurden je 5g Dioxyaceton, das mittels 
Bact. xylinum gewonnen worden war5, mit 50 ccm Schwefelséure von be 
stimmter Konzentration in Gegenwart von 3g Aluminiumsulfat fraktioniert, 
destilliert und die abdestillierte Fliissigkeitsmenge durch jeweiligen Zusatz 
von Wasser ersetzt. Die Ergebnisse einiger Versuche sind aus Tabelle | 
ersichtlich. 

Tabelle I. 





Fraktion Methylglyoxal 
Wasserzusatz Schwefelsaure |—— — 








Prozentgehalt 


Nr. com com 8 der Lésung 


1 18,5 — 1:5 Volumen- 1,07 5,8 

2 19 20 teile 0,85 4.5 

3 20 20 0,34 ey 

4 21 — 0,11 — 0,54 
Summe: 2,37 (= 60% d. Th.) 

1 5 — ad = 1,186 0,26 5 

2 6 — 0,66 9,5 

3 10,5 20 1,47 14 

4 20 20 0,88 4,4 

5 20,5 20 0,23 1,1 

6 21 — _ 0,07 0,3 
Summe: 3,57 (= 90% d. Th.) 

1 10,5 - d= 1,230) 14 13,3 

2 11 10 0,74 6,8 

3 11 10 0,26 2,3 

4 14 10 0,09 0,6 

5 6,5 10 0,015 0,2 

6 10,5 _- 0,095 0,04 
Summe: 2,51 (= 638% d. Th.) 


1 Rec. 36, 180, 1916. 

2 Zeitschr. f. analyt. Chem. 74, 28, 1928. 

3 B. 57, 1502, 1924. 

4 Bernhauer und Goérlich, H. 188, 72, 1929. 
5 Bernhauer und Schén, H. 177, 107, 1928. 
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In einem gréGBeren Versuch wurden 29g Dioxyaceton (,,Oxantin**) 
mit 290 cem Schwefelséure (d = 1,230) unter Zusatz von 18 g Aluminium- 
sulfat destilliert und jeweils 50 ccm Wasser zugesetzt, sobald diese Menge 
abdestilliert war. Zuniachst wurden 410ccem Destillat vom Prozentgehalt 
5,45 an Methylglyoxal (22,3 g) aufgefangen und dann weitere 185 ccm mit 
dem Gehalt von 1,25°, Methylglyoxal (2,4g). Gesamtausbeute 24,7 g, 
entsprechend etwas iiber 100°, d. Th. Die héhere Ausbeute erklart sich 
dadurch, da®B das verwendete Oxantinpraiparat bereits Methylglyoxal 
enthielt, wie eine Untersuchung desselben ergab. Methylglyoxalosazon 
wurde hierbei im Wasserdampfdestillat in bekannter Weise isoliert und 
durch den Schmelzpunkt (145°) identifiziert. 


B. Die Umwandlung des Methylglyoxale in Milchsdure. 

Zur Erginzung der bereits von Denis! gemachten Beobachtung, dab 
Methylglyoxal durch Einwirkung von Alkalien leicht in Milchséiure um- 
gewandelt wird, sollte hier die Abhangigkeit dieser Reaktion von der 
Alkalikonzentration und Zeitdauer festgestellt werden. Es wurde. hierbei 
in analoger Weise vorgegangen wie von Kuhn und Heckscher? indem auf 
Methylglyoxallésungen bei Zimmertemperatur Natronlauge einwirken ge- 
lassen wurde. Die quantitative Bestimmung der gehildeten Milchsaure 
erfolgte nach der modifizierten Mikromethode von Fiirth und Charnass°, 
da dieselbe, wie aus der erwihnten Untersuchung von Kuhn und Heckscher 
hervorgeht, auch in Gegenwart von Methylglyoxal brauchbar ist. 

Aus einer gréBeren Anzahl von Versuchen sei hier nur eine Versuchs- 
reihe mit 1°,iger Methylglyoxallésung wiedergegeben (Tabelle II). 
Es wurde hierbei so vorgegangen, daB eine Methylglyoxallésung von 
bestimmtem Gehalt mit einer Natronlauge von bestimmter Normalitat 
in der Weise gemischt wurden, daB dann die Lésung den in der Tabelle 
angefiihrten Konzentrationen entsprach. Diese Lésungen wurden 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen und nach je 4 Stunden Proben 
zur Milchsaurebestimmung entnommen. 


Tabelle II. 








Versuchsdauer 
NaOH = Sicicmieheegiachianion 
4 Std. 8 Std. 12 Std. 


Bn 48,3 % 61,16 % 63,2 % 
2n 50,5 % 63,2 % 69,9 % 
in 60,0 % 67,27 %, 74,45 % 
0,5 n 64,8 % 65.4 % _ 


C. Die Umwandlung des Methylgalyoxals in Triosen. 


a) Versuche bei Siedetemperatur. 


Versuch 1 bis 4. Bei der Untersuchung der Einwirkung von Magnesium-, 
Caleium- und Zinkearbonat auf 5°%,ige Methylglyoxallésungen bei Siede- 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 38, 561, 1907. 
2 H. 160, 136, 1926. 
3 Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente, 8S. 1270, 1929. 
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temperatur wurde zuniichst die Beobachtung gemacht, daB die erhalter 
Fliissigkeiten Fehlingsche Lésung stark reduzierten, wihrend das vr. 
spriinglich vorhandene Reduktionsvermégen nur gering war}. Aus solchen 
Fliissigkeiten wurden nach dem Eindampfen im Vakuum in Alkohol lésliche 
zucker- und dextrinartige Kérper erhalten, die allerdings so stark verharzt 
waren, dai keine einheitliche Substanz gewonnen werden konnte. 

Versuch 5. Auch beim einstiindigen Kochen von 1000cem eine: 
1% igen Methylglyoxallésung mit 5g Calciumecarbonat trat bereits starke 
Verfarbung ein. Das Reduktionsvermégen der so erhaltenen Lésung, 
berechnet fiir Glucose, entsprach 4,76 g. In Lésung befanden sich 0,101 ¢ 
Calctum. Im Wasserdampfdestillat wurden 2,08g Methylglyoxal auf- 
gefunden. Der Rest des Methylglyoxals war wohl bei der Harzbildung 
verbraucht worden. Die Bemiihungen, zu einheitlichen Osazonen zu ge- 
langen, hatten auch hier wegen der Harzbildung keinen Erfolg. Osazone 
wurden nur in Form brauner Niederschlage von harzartigem Charakte: 
erhalten. Ebenso fiihrte ein Versuch (6) mit 0,5°%iger Methylglyoxallésung 
nicht zum Ziel, da auch hier die Verharzung zu stark war. Nur so vie! 
konnte ermittelt werden, daB mindestens zwei verschiedene Osazone vor- 
zuliegen scheinen, von denen das eine iiber 100°, das andere iiber 20(° 
schmilzt. Es wurde vermutet, da8 das erste ein Triosecsazon, das zweite 
ein Hexoseosazon vorstellt. 


Es wurden nun Versuche (7 bis 9) zur Feststellung des quantitativen 
Verlaufs der Zuckerbildung durchgefihrt. Hierbei wurden jeweils 
100 cem einer 0,5°%, igen Methylglyoxallésung mit je 1 g Magnesium.., 
Calcium- und Zinkcarbenat unter RiickfluBkiihlung gekocht. Zunichst 
wurde nach viertelstiindigem, dann nach halbstiindigem Kochen 
unterbrochen und jeweils 10 ccm Fliissigkeit entnommen und darin 
quantitativ das Reduktionsvermégen nach Bertrands Methode bestimmt. 
Die so gefundene Kupferoxydulmenge wurde auf Glucose berechnet. 
In Tabelle III sind die erhaltenen Zuckermengen in Prozenten des 
angewendeten Methylglyoxals wiedergegeben. Die Ergebnisse einer 
weiteren derartigen Versuchsreihe (Versuche 10 und 11) mit 1%, iger 
Methylglyoxallésung (50 ccm) und je 1g Magnesium- bzw. Calcium- 
carbonat gehen aus Tabelle IV hervor. 5ccm Probeentnahme. Das 
Reduktionsvermégen wurde hier fiir Triosen berechnet, da die Lésungen 
bereits in der Kalte stark reduzierten. Fiir die Berechnung kam eine 


1 3ccm einer Methylglyoxallésung (enthaltend 9,75 mg) ergaben nur 
4,9 mg Cu, entsprechend etwa 2,5 mg Zucker. 5ccm einer 1%igen Lésung 
(wie sie bei spaéteren Versuchen in Verwendung kam) hatten kein nach- 
weisbares Reduktionsvermégen. Das geringe Reduktionsvermégen besonders 
sehr verdiinnter Methylglyoxallésungen ist wohl durch die rasche Um- 
wandlung desselben in Milchsaéure durch den hohen Alkaligehalt der Fehling- 
schen Lésung zu erkléren. Verwendet man eine derartige Lésung von 
geringerem Alkaligehalt, so reduzieren auch stark verdiinnte Methy!- 
glyoxallésungen relativ intensiv. Die Gréfe des Reduktionsvermégens 
bei verschiedenen Alkalikonzentrationen gibt einen MaBstab fiir die Um- 
wandlung in Milchséure. Uber die eingehendere Untersuchung soll dem- 
nachst berichtet werden. 





Vers 
such 


7 
8 
9 


friil 
in . 


das 
sehi 
bei 
hoh 
letz 
nal 
un 
unt 





alter 

las ur- 
solchen 
ldsliche 
erharzt 


} einer 
starke 
Osunig, 
O,1Cl ¢ 
ls auf- 
ldung 
Zu ge. 
SAZOne 
rakte1 
lésung 
sO viel 
e@ vor- 
r 200° 
Zweite 


ativen 
eweils 
sium-, 
aichst 
ochen 
darin 
mmt. 
‘hnet. 
1 des 
einer 
/oiger 
jum - 

Das 
ingen 
eine 


1 nur 
isuny 
nach - 
nders 
Um- 
ling- 

von 
thy!- 
gens 
Um.- 


dem- 


Zuckeroxydationen und -zersetzungen. 


Tabelle III. 





Versuchsdauer 





Ver 
such Alkali 15 Min. 30 Min. 45 Min. 60 Min. 





Nr. °/9 Glucose 


MgCO,; || 37 40 31 24 23,3 
Caco, | 58 58 55 45,6 40 
ZnCO, | 24 24 24 21 19,6 


Tabelle IV. 





Versuch 10(CaCO;) Versuch 11 (MgCOs) 





— ; Berechnet fiir ea. Berechnet fii 
Cu in 5 com —{| Cu in 5 com |—______ —_—_—_—_— 
Glucose Triose Glucose Triose 


mg O%5 %o mg lo 9/9 


80,14 ,t 56,4 67,11 34,4 ° 47,8 
67,11 , 47,8 53.43 27 38,5 
65,15 | 3, 46,3 52,12 26.4 37.9 
59,94 0, 42.8 45,61 23.9 33.2 
58,64 9, 41,9 42.35 212 31,2 
56,038 28,3 40.5 49,40 20,2 30 





friiher ermittelte Tabelle fiir das Reduktionsvermégen des Dioxyacetons 
in Anwendung!?. 

Aus beiden Versuchsreihen’ geht iibereinstimmend .hervor, dab 
das optimale Reduktionsvermégen, bezogen auf Hexose oder Triose, 
sehr rasch erreicht wird und dann wieder allmahlich abnimmt. In 
beiden Versuchsreihen wurden beim Kochen mit Calciumcarbonat 
héhere Werte erhalten als mit Magnesiumcarbonat, wohl weil das 
letztere bereits zu stark alkalisch wirkt. Es lag daher die Vermutung 
nahe, daB das Methylglyoxal zuerst in Triosen umgewandelt wird 
und diese unter dem Einflu8 des Alkalis einem Aufbau in Hexosen 
unterliegen. 

In weiteren Versuchen (12 und 13) sollte festgestellt werden, ob 
das Optimum der Bildung von reduzierenden Substanzen nicht bereits 
in einem friiheren Zeitpunkt erreicht wird. Es wurde genau so wie 
in den vorangehenden Versuchsreihen vorgegangen. Werte in Tabelle V. 
Weiterhin sollte bei diesen Versuchen die Menge des unverbrauchten 
Methylglyoxals bestimmt werden. Die Reste der erhaltenen Fliissig- 
keiten (je 40 ccm, entsprechend 0,8 g urspriinglichem Methylglyoxal) 
wurden daher unter jeweiligem Zusatz von Wasser destilliert. Hierbei 
zeigte sich, daB auch nach vielstiindigem Destillieren die Jodoformprobe 
im Destillat noch positiv ausfiel und andererseits das Reduktions- 
vermégen des Riickstandes geringer wurde. Dies deutete darauf hin, 
daB bei der Destillation einerseits ein Ubergang von Triosen in Methyl- 


1 Bernhauer and Schon, H. 177, 107, 1928. 
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Tabelle V. 





Versuch 12 (CaCOs3) Versuch 13 (MgC( 


Versuchsdauer, Minuten. . ... . 5 10 (15) 5 10 (15 
Oe i ee Ne a 69,29 76,25 58,60 61,25 
Berechnet fiir Glucose, %. .. . . 35,5 39,3 29,6 31.3 
Berechnet fiir Triose,% ..... 49 53,3 41,9 43,5 
Methylglyoxal 

in Destillat I (neutral), g. .. . - 0,26 — 0,25 

in Destillat II (sauer), g ... . -- 0,20 . 0,24 
Cu im Rickstand ber. fiir Triose, g _ 32,5 — 37,8 


glyoxal erfolgte und wahrscheinlich andererseits auch eine Konden. 
sation derselben zu Hexosen. Zur Feststellung, daB Triosen noch 
vorhanden sind, wurden nun die erhaltenen Fliissigkeiten nach Zusatz 
von konzentrierter Schwefelsaure destilliert. Die Menge des so erhaltenen 
Methylglyoxals wurde wie frither nach der Methode von Fischler und 
Boettner ermittelt. 

Die gewonnenen Ergebnisse wurden auch durch Versuch 14 bestatigt, 
bei dem 100 cem 1,3°,iger Methylglyoxallésung mit 2 g Magnesiumcarbonat 
eine Viertelstunde gekocht wurden. Das Reduktionsvermégen in 5 cem 
entsprach 57,8mg Cu, entsprechend 63,5°, Triosen, nach 5stiindigem 
Stehen 74,6mg Cu, entsprechend 80,7°, Triosen, nach weiterem zwei 
stiindigen Stehen jedoch nur noch 49,1 mg Cu, entsprechend 54,9° 
Triosen. Daraus ist zugleich ersichtlich, da® die Umwandlung des Methy!- 


“glyoxals in Triosen auch in der Kalte vor sich zu gehen scheint und aus 


der spateren Abnahme des Reduktionsvermégens geht hervor, daB dann 
wohl Kondensation der gebildeten Triosen zu weniger stark reduzierenden 
Hexosen erfolgt. Die weitere Verarbeitung des Versuchs durch Wasser- 
dampfdestillation und Destillation in schwefelsaurer Lésung bestatigte die 
frither erhaltenen Resultate. Beim weiteren Kochen eines Teiles der er- 
haltenen Lésung nach der Wasserdampfdestillation ohne weiteren Zusatz 
ging das Reduktionsvermégen sehr stark zuriick. 

Versuch 15. Zur weiteren Erhiairtung des gemachten Befundes, dali 
Triosen bei der Destillation sehr schwach alkalischer, wasseriger Lésung 
in Methylglyoxal iibergehen, wurde 1g Dioxyaceton in etwa 0,5°% ige! 
Lésung nach Zusatz von 1 g Calciumcarbonat destilliert und nach jeweiligem 
Abdestillieren von 50 ccm die gleiche Wassermenge zugesetzt. Die jeweils 
iibergegangene Methylglyoxalmenge wurde wie bisher bestimmt und so 
festgestellt, daB dauernd Methylglyoxalbildung in gleichbleibendem Mabe 
erfolgt. Es wurden insgesamt in dieser Weise l5mal je 50cem Destillat 
aufgefangen ; in dieser Fliissigkeitsmenge gingen jeweils etwa 15 mg Methy|- 


& 


glyoxal iiber (demnach insgesamt aufgefangen etwa 0,225 g). 


b) Versuche bei Zimmertemperatur. 


In Versuch 14 wurde, wie erwahnt, festgestellt, daB.das Reduktions- 
vermégen einer mit Magnesiumcarbonat gekochten Methylglyoxallésung 
wiahrend des Stehens bei Zimmertemperatur geandert wird. Es wurden 
daher im AnschluB an diese Beobachtung die weiteren Versuche bei Zimmer 
temperatur durchgefithrt. 
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Versuch 16. 3,85 g Methylglyoxal in 150cem Wasser wurden 
mit 3g Magnesiumcarbonat bei Zimmertemperatur geschiittelt. Nach 
bestimmten Zeiten wurde unterbrochen und an je 2cem der Lésung 
das Reduktionsvermégen bestimmt. Es fand dabei Anstieg bis zu 
einem Optimum statt und dann wieder ein Abfall, der wohl auf erhéhte 
Bildung von Hexosen zuriickzufiihren ist. Die in Tabelle VI wieder- 
gegebenen Prozente an Triosen sind auf theoretische Ausbeute bezogen 
(5g Triose entsprechen 4 g Methylglyoxal). 


Tabelle VI. 








Versuchsdauer, Std. : 12 24 %6 48 60 100 120 140 
Cu in 2eem,mg...... | 44,4 60,9 | 61,7 | 62,9 64,2 62,5 60,1 57,6 
Triose, d. Th. % .... . | 57,8) 79,7! 80,8 | 82,0 84 - 


Der Rest der Lésung wurde abfiltriert, im Vakuum bei etwa 40° 
eingedampft, in Alkchol aufgenommen, von geringen Mengen ab- 
geschiedener Mg-Salze befreit, die alkoholische Lésung wieder im 
Vakuum verdampft und in Wasser aufgenommen. Mit 12 g Phenyl- 
hydrazin in verdiinntem Eisessig versetzt. wurde ein braunroter Nieder- 
schlag erhalten. Nach dem Aufnehmen desselben in heiBem Benzol 
schied sich in relativ geringer Menge ein gelbes Osazon ab, das in Benzol 
nun nur noch sehr schwer lésiich war. Schmelzpunkt 150°. Triose- 
osazon konnte hier nicht isoliert werden. Durch die Behandlung im 
Vakuum war anscheinend bereits weitere Kondensation der Triosen 
zu Hexosen vor sich gegangen. 

In Versuch 17 wurde festgestellt, da8 beim Schiitteln einer Lésung 
von reinem Dioxyaceton mit Magnesiumcarbonat keine Anderung des 
Reduktionsvermégens stattfindet. Nach 5tagigem Schiitteln wurde der 
gleiche Wert erhalten. Erst beim Kochen (Versuch 18) trat Verminderung 
des Reduktionsvermégens ein, wobei neben Methylglyoxal- und Saure- 
bildung woh! auch Kondensation zu Hexosen stattfindet. 5cem Lésung 
gaben nach einstiindigem Kochen 55,14 mg Cu, nach 2 Stunden 41,15 mg Cu; 
urspriinglich 70,8 mg Cu. 


In Versuch 19 wurde die durch dreitagiges Schiitteln von 400 cem 
Methylglyoxallisung (enthaltend 7,2 g) mit 6g Magnesiumcarbonat 
erhaltene Fliissigkeit nach dem Filtrieren zum Teil (200 ccm) sofort 
mit 12 g Phenylhydrazin in verdiinntem Eisessig bei Zimmertemperatur 
versetzt und die sich nach einiger Zeit abscheidenden Osazone in drei 
Fraktionen gesammelt. Die erste Fraktion erwies sich als T'rioseosazon. 
Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Benzol wurden feine gelbe 


Nadeln vom Schmelzpunkt 132° erhalten. 


5,218 mg Substanz gaben 0,98 ccm N (¢ = 20°, b 756 mm). 
CyH,ON,. Gef.: 21,1% N; ber.: 20,9% N. 
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Die zweite und dritte Fraktion gab nach dem Umkristallisier: arc 
aus Benzol Schmelzpunkte iiber 200°; diese deuteten auf Hexose. die 
osazone hin. Eine weitere —— wurde jedoch hier nicht vor. me 
genommen. erf 

Der zweite Teil der gewonnenen Lésung zeigte nach siebentagigem 
Stehen bei Zimmertemperatur ein geringeres Reduktionsvermégen dul 
als friiher. 2ccm gaben jetzt 39,5 mg Cu, dagegen friiher 49,4 my Die 
Weiterhin war das Reduktionsvermégen in der Kalte fast véllig ver. LI, 


schwunden. Dies schien darauf hinzudeuten, daB wahrend des Stehens 
die Triosen fast giinzlich zu Hexosen kondensiert worden waren. Dic 


in analoger Weise wie oben dargestellten Osazone wurden aus 70 °%, igem gel 
Alkohol umkristallisiert. Schmelzpunkt 213° (a-Acrosazon schmilzt 
bei 216 bis 217°*). oii 
3,081 mg Substanz gaben 0,47ccm N (t = 20°, 6b = 756 mm). de: 
CyaH..O,N,. Gef.: 15,8% N; ber.: 15,64% N. we 
In Versuch 20 wurden 300 ccm Methylglyoxallésung (enthaltend zu 
7,2g) mit 10g Calciumcarbonat (purissimum, Merck) geschiittelt mi 
Das Reduktionsvermégen wurde hier auch in der Kalte bestimmt ' vo 


um einen Anhaltspunkt fiir die Menge der gebildeten Triosen zu erhalten 
In Tabelle VII sind die fiir je 5 ccm Lésung nach verschiedenen Zeiten 
ermittelten Mengen, Cu sowie die daraus berechneten Triose- und 
Hexosemengen wiedergegeben. 


Tabelle VII. 





: , | Reduktionsvermégen 
Reduktions- Daraus Reduktions- 5 Daraus 
- - der Hexosen (nach Sub. = 
Cnet’ vermégen berechnet vermégen | traktion d. Reduktionss berechnet 


in der Kalte Triosen in der Hitze wertes in der Kilte) Hexosen 
__mg Cu 3 lo _mg Cu mg Cu %o 
30 icin: ; 1,65 13 20,58 18,93 73 
; 2.5 1,5 28,8 26,3 10,8 
r Tage pg 4,12 2.0 32,1 27,98 11,5 
neg a 5,76 34 41,15 35,39 144 
10 " he 8,23 49 65,84 57,61 24,3 
| eae 12,38 5,9 82,3 69,92 30 
a 18,11 12 111,0 92,91 40,1 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die Umwandlung des Methy|- 
glyoxals durch Einwirkung von Calciumcarbonat bei weitem lang 
samer verlauft als mit Magnesiumcarbonat; trotzdem findet bereits 


© Schmitz (B. 46, 2332, 1913) erhielt a-Acrosazon aus 4d, 1-Fruktose, 
die aus Glycerinaldehyd in 4%iger Lésung durch Einwirkung von 0,1 %ige 
Bariumhydroxydlésung bei Zimmertemperatur, neben £-Acrose (d, 1-Sorbose 
entstanden war. 
1 Durch 8 Minuten langes Stehenlassen; nach dieser Zeit beginne: 
Hexosen auch bereits zu reduzieren. 
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auch hier Kondensation der Triosen zu Hexosen statt, wenn auch 
die durch Reduktionsbestimmung in der Kalte ermittelten Triose- 
mengen zweifellos zu niedrig sind, da keine quantitative Reduktion 
erfolgt. 

Die starkere Wirkung des Magnesiumcarbonats ist besonders 
durch dessen Gehalt an starker alkalischem Magnesiumoxyd bedingt. 
Die Analyse des betreffenden Praparats ergab 883°, MgCO, und 
11,1% MgO. 

Zusammenfassung. 

1. Es wurde ein Beitrag zur Milchsdurebildung aus Methylglyoxal 
geliefert. 

2. Bei der Behandlung von Methylglyoxallésungen mit Magnesium- 
oder Caleciumcarbonat findet bereits bei Zimmertemperatur Umwandlung 
desselben in Triosen (wahrscheinlich Glycerinaldehyd) statt, sowie 


weitere Kondensation dieser zu Hexosen. Auf diese Weise wurde 


zur Realisierung der Meyerhofschen Reaktion (Milchsaure —> Zucker) 
mit Hilfe rein chemischer Mittel beigetragen und zugleich ein Teil- 
vorgang des Prozesses geklart. 


Biochemische Zeitschrift Band 212. 
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Zur Assimilation des Harnstoffs durch die hihere Pflanze. 
Von 
Karl Pirsehle. 


(Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der J. G. Farbenindustrie 
Aktiengesellschaft, Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 5. Juli 1929.) 


Kiesel faBt seine Ausfiihrungen iiber die Physiologie des Harnstoffs 
(Ergebn. d. Biologie 2, 257, 1927) mit Recht in die Worte zusammen: 
,,Unsere Vorstellungen iiber das Entstehen, die Rolle und die Bedeutung 
des Harnstoffs im Haushalt der Pflanze sind noch zum groBen Teile 
auf rein theoretischen Grundlagen aufgebaut. Es fehlt noch an experi- 
mentellem Material.‘‘ Uber die Verteilung des Harnstoffs in der héheren 
Pflange unter normalen und unter bestimmten physiologischen Er- 
nihrungsbedingungen haben in letzter Zeit Klein und Taubéck (Osterr. 
Botan. Zeitschr. 76, 43, 195, 1927) auf Grund mikrochemischer Befunde 
ausgedehnte Studien angestellt, welche das Vorkommen und den 
Wandel dieses Stoffwechselproduktes im Pflanzenkérper nach ver- 
schiedener Richtung hin beleuchten. 

Die Erfahrungen der landwirtschaftlichen Praxis haben ergeben. 
daB im allgemeinen Harnstoff in humosen, biologisch tiatigen Béden 
gute Wirkung hat, dagegen in sandigen, bakterienarmen Béden vielfach 
schlecht abschneidet. Hier ist auch die ausgezeichnete Wirkung des 
Harnstoffs als Blumen- und Gemiisediinger, iiberhaupt in der Garten- 
kultur, anzufiihren, wobei bekanntlich der Gartner gut kompostierten 
Boden verwendet, der reich an Bakterien ist. 

Der Gedanke liegt nahe, die Ursache fiir die giinstige Wirkung 
des Harnstoffs in den genannten Fallen darin zu suchen, daB die Bak- 
terien, und zwar jene, welche einer Harnstoffspaltung fahig sind, der 
héheren Pflanze in dem Sinne vorarbeiten, daB sie den Harnstoff 
in Ammoncarbonat iiberfiihren und dadurch assimilierbar machen. 
Eine derartige biologische (bakterielle) Harnstoffzersetzung findet 
in tatigen Béden auch zweifellos in erheblichem Umfang statt. Es 
fragt sich nur, ob die héhere Pflanze dieser vorbereitenden Tiitigkeit 
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der Harnstoffbakterien unbedingt bedarf, oder ob sie -—  prinzipiell 
wenigstens — davon unabhdangig ist. 

Tatsachlich sollte die héhere Pflanze eine gewisse Unabhangigkeit 
von der Bakterientatigkeit zeigen, da nach Klein und Taubéck (1. ce.) 
der noch intakte Harnstoff von der héheren Pflanze direkt und leicht 
aufgenommen und in der Pflanze gespalten wird. Im Einklang hiermit 
haben unsere im folgenden beschriebenen Versuche gezeigt, daB die 
héhere Pflanze selbst iiber ein ausreichendes Harnstoffspaltungs- 
vermégen verfiigt, indem sie sich hinsichtlich ihrer enzymatischen 
Leistungsfahigkeit dem vorliegenden Substrat, in diesem Falle dem 
Harnstoff, anpaBt. 

Zu diesem Resultat gelangten wir zunichst durch vergleichendes 
Studium des Pflanzenwachstums in Wasserkulturen unter gewéhnlichen 
Bedingungen einerseits. und sterilen Verhaltnissen andererseits. In 
bester Ubereinstimmung mit Klein und Taubéck scheint das Wachstum 
héherer Pflanzen in sterilen Harnstoffkulturen nicht anders und nicht 
schlechter zu verlaufen wie in gewohnlichen Wasserkulturen. Folgende 
Beispiele dienen zur Erlauterung: 

In einem Versuch mit Mais assimilierten z. B. die Pflanzen unter 
sterilen Bedingungen 


aus Ca(NQ,),. .... . . 0,29g N (Nitrat-N) 
» (NH,),SOQ, .... . . 0,27g N (Ammon-N) 
» NH,NO, ...... . 028g N (Gesant-N) 
» (NH,),CO ..... . 0,23g N (Amid-N) 


also fast durchweg gleiche Mengen. 


In einem anderen Versuch betrug der Stickstoffgehalt von Erbsen 


a) steril eal iam ss. s ss SR 
“ » (NH,),CO...... 354% N 
b) nicht steril ,, NH,NO, ..... . 3,32%N 
ta ne”. ) 5, SU 


Auch im Frisch- bzw. Trockengewicht der geernteten Pflanzen 
war relativ ein Unterschied nicht festzustellen. So betrug in einem 
Versuch mit Mais das Griingewicht 

auf (NH,),SO, ... . . steril 38,70g, nicht steril 35,00 g 
ae OSs a » S208, » »  20,70¢. 

In einem anderen Versuch mit Erbsen waren die Pflanzen in den 
sterilen KulturgefiBen zwar sehr zuriickgeblieben, das Verhiltnis 
war aber das gleiche: 


auf NH,NO,... . . . steril 14,27 g, nicht steril 22.41 ¢ 
” (N H,),CO ‘a a ” 14,69 g, ” ” 26,95 g. 


Ferner konnte beobachtet werden, daB die Wasserstoffionen- 
konzentration auf Harnstoff als Stickstoffquelle unter sterilen Be- 
dingungen abnimmt; die Reaktion der Nahrlésung schliagt unter dem 


30 * 
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EinfluB der wachsenden Pflanze ins Alkalische um, was nur daduyc}) 
zu erklaren ist, daB aus dem urspriinglich neutralen Harnstoff Ammvn.- 
carbonat bzw. -bicarbonat entsteht, welches alkalisch reagiert. 


Diese Versuche mit sterilen Kulturen sind aber, wie bereits erwahnt 
wurde, noch nicht abgeschlossen und bediirfen einer weiteren Durch. 
arbeit. 


Wir hatten auBerdem noch einen zweiten, mehr enzymatisc 
orientierten Weg zur Klarung der eingangs prizisierten Frage ein. 
geschlagen, und dieser bestand darin, daf Pflanzen, die auf Harnstojj 
als Stickstoffquelle gewachsen waren, beziiglich ihres Harnstoffspaltungs. 
vermégens mit solchen verglichen wurden, die eine andere Stickstoffquell: 
wie Harnstoff erhalten hatten. 


Die zum Versuch verwendeten Pflanzen wurden in Wasserkulturen 
herangezogen. Als Nihrfliissigkeit diente eine etwas modifizierte 
Knopsche Nahrlésung von der Zusammensetzung : 

1000 cem Wasser, 
0,2 g Stickstoff, 
0,3. g sekundires Kaliphosphat, 
0,25 g Magnesiumsulfat, 
0,12 g Natriumchlorid,! 
0,5 g Calciumsulfat, 
0,02 g Ferrosulfat. 


Der Stickstoff wurde in einer Reihe als Harnstoff gegeben (,,Harn- 
stoffpflanzen**), in der Parallelreihe als Ammonnitrat (,,Ammon- 
nitratpflanzen“). Dem Zweck der Versuche entsprechend, muBten 
auf Harnstoff gewachsene Pflanzen mit solchen verglichen werden, 
welche den Stickstoff in einer anderen Form erhalten hatten. Ammon- 
nitrat wurde gewahlt, weil nach friiheren Erfahrungen das Wachstum 
der untersuchten Pflanzen in Wasserkulturen auf Harnstoff und Ammon. 
nitrat annahernd gleich ist und allzu groBe Unterschiede in der Ent- 
wicklung der Pflanzen nicht wiinschenswert schienen. Aus diesem 
Grunde wurde als Vergleich zum Harnstoff nicht Salpeter oder Ammon- 
sulfat in Anwendung gebracht, da auf diesen Salzen infolge ihrer in 
Wasserkulturen scharf ausgeprigten physiologischen Reaktion das 
Wachstum der Pflanzen stark differiert. Ammonnitrat schien auch 
deswegen zum Vergleich mit Harnstoff sehr geeignet, da es ,,ballast- 
stoffrei‘‘ ist und keine anderen Ionen (Ca, Na, Cl usw.) in die Lésung 
bringt, die etwa auf die enzymatischen Vorgange einwirken kénnten 


Nach vier- bis fiinfwéchiger Kultur im Gewichshaus waren dic 
Pflanzen so weit herangewachsen, daB sie zum Versuch verwendet 
werden konnten; die Wurzeln fiillten nach dieser Zeit die zum Versuch 
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benutzten 3-Liter-Einmachglaser weitgehend aus. Von den Glisern 
jeder Sorte wurden die Wurzeln knapp beim Stengel abgeschnitten, 
unter dem Strahle der Wasserleitung kraftig abgespiilt, grob in etwa 
3 mm lange Stiicke zerschnitten und so in die Versuchskélbchen verteilt, 
daB in jedem Kélbchen gleiche Mengen waren. Das Frischgewicht 
der jeweils je Kélbchen angewendeten Wurzelmenge ist bei jedem 
Versuch angegeben. 


Die Versuchskélbchen, 200 ccm Erlenmeyerkolben, wurden einer- 
seits mit 100 cem 0,5 °,iger Harnstofflésung, andererseits mit derselben 
Menge destillierten Wassers beschickt. AuSerdem wurde noch ein 
Kélbchen mit 100 cem 0,5°,iger Harnstofflésung ohne Wurzeln be- 
lassen, so das jeder Versuch folgende Gliederung hatte: 

a) 0,5% Harnstoff, ohne Wurzeln, 

b) destilliertes Wasser, Wurzeln der Ammonnitratpflanzen, 
c) 0,5% Harnstoff, Wurzeln der Ammonnitratpflanzen, 

d) destilliertes Wasser, Wurzeln der Harnstoffpflanzen, 

e) 0,5°% Harnstoff, Wurzeln der Harnstoffpflanzen. 

Die fertig adjustierten Kélbchen wurden mit Watte verschlossen 
und in einem Kihlschrank bei —16 bis — 25° 4 Stunden ausfrieren 
gelassen. Nach dieser Zeit wurden sie rasch aufgetaut und blieben bei 
Zimmertemperatur tiber Nacht stehen. 


Zur Bestimmung des durch die Wirkung der Urease in Ammon- 
carbonat iiberfiihrten Harnstoffes wurden aus jedem Kélbchen 50 cem 
der filtrierten Lésung mit n/10 Schwefelsaure titriert mit Methylrot 
als Indikator. Diese von Wester (Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 30, 163, 1920) 
angegebene Methode ist ungleich handlicher als ein Abdestillieren 
des gebildeten Ammoniaks und gibt sehr genaue Werte. 1 ccm n/10 
Schwefelsiure entspricht 3 mg durch Urease in Ammoncarbonat 
iiberfiihrten Harnstoff. Der Endpunkt der Titration 1aBt sich sehr 
gut bestimmen, obwohl die Lésungen trotz Filtrierens durch das Aus- 
treten verschiedener kolloidaler Zellinhaltsstoffe etwas triib sind. 


Ein Versuch mit Bohnen ergab z. B. folgende Zahlen beim Titrieren 
mit n/l0 H,S8O,: 


a) 4%4%ige Harnstofflésung ohne Pflanzen. . ...... O,4ecm 
b) Destilliertes Wasser, Wurzeln der ,,Ammonnitratpflanzen“‘ 8,2. ,, 
c) %%ige Harnstofflésung, ,,Ammonnitratpflanzen“ . . . 16,4 ,, 
d) destilliertes Wasser, Wurzeln der ,,Harnstoffpflanzen“ . 8,2. ,, 
e) %%ige Harnstofflésung, ,,Harnstoffpflanzen“ . . . . . 23,6 ,, 


Von diesen Zahlen war nun zunichst der Wert der reinen Harnstoff- 
lésung (Reihe a) zu subtrahieren, die sich offenbar bei der beschriebenen 
Behandlung etwas zersetzt; allerdings ganz minimal, meist geniigen 
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1 bis 2 Tropfen Schwefelsiure zum Farbenumschlag des Indikato; 
Es bleiben dann die Zahlen iibrig: 


by 6FB, 
e) 16,0, 
da) 7,8, 


Wie man sieht, verbrauchen auch die Aufschwemmungen de: 
Pflanzen in Wasser betrichtliche Mengen Schwefelsiure, die natiirlich 
nicht als Harnstoff zu nehmen sind, sondern von den eigentlichen 
Werten fiir die enzymatische Harnstoffspaltung abgezogen werden 
miissen. Es war notwendig, diese Kontrollen in Wasser anzusetzen 
(Reihe b und d), um die Harnstoffwerte auf d:s richtige MaB zu redu- 
zieren und nicht ihre alkalischen Zellinhaltsstoffe oder sonst mit 
Schwefelsaure reagierende Substanzen und dergleichen als enzymatisch 
gespaltenen Harnstoff anzusprechen. Nach Abzug dieser Kontrollen 
verbleiben dann die Zahlen: 

ec) 8,2, 

e) 15,4, 
welche, mit 3 multipliziert, die Harnstoffmenge in Milligramm aus- 
driicken, welche durch den Ureasegehalt des Pflanzengereibsels in 
Ammoncarbonat umgewandelt wurde; in diesem Falle 


c) ,Ammonnitratpflanzen“. . . . . . . 24,6mg Harnstoff, 
©} ,seenemebotepiionaen: ... o's 6 ss + 4628, as 


Dieser eine Versuch wurde in extenso wiedergegeben, weil dadurch 
unsere Arbeitsweise am anschaulichsten illustriert wird; im folgenden 
wird, unter Vermeidung aller iiberfliissigen Zahlen, das aus zwei 
Parallelversuchen mit verschiedenen Pflanzen errechnete Harnstoff- 
spaltungsvermégen der Wurzeln gegeben, ausgedriickt in Milligramm 
Harnstoff. 


Diese Zahlen zeigen deutlich, daB die auf Harnstoff gewachsenen 
Wurzeln durchweg ein erheblich stirkeres Harnstoffspaltungsvermégen 
aufweisen als die auf Ammonnitrat gewachsenen; die Menge des zer- 
setzten Harnstoffs betrug das Doppelte bis Dreifache im Vergleich 
zu den auf einer anderen Stickstoffquelle kultivierten Pflanzen. Eine 
einzige Ausnahme macht die an Urease bekanntlich reiche Sojabohne. 


Eine enzymatische Anpassung der Jebenden Pflanze an das Substrat 
ist physiologisch nichts AuBergewéhnliches. Es ist bereits in mehreren 
Fallen eine Anpassung des Enzymgehalts an das Substrat bekannt 
geworden, sowohl qualitativ wie quantitativ. Quantitativ in dem 
Sinne, daf bei Kultur auf entsprechendem Substrat der Gehalt eines 
bestimmten, auch sonst vorhandenen Enzyms betrachtlich steigt ; 
qualitativ in dem Sinne, daB ein bestimmtes Enzym nur bei Kultur 
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Tabelle !. 


Harnstoffspaltungsvermégen der Wurzeln. 





Pence Wurzelmenge Ammonnitrat- Harnstoff- 
7 P pflanzen pflanzen 
hirbis eae 7 7.8 24.6 
Cucurbita pepo 13,2 24.6 
Sojabohne . . . ; "42 5 57,0 69.6 
Soja hispida 60,0 66,3 
es aa a ee ye SN Ss 34 24.6 46,2 
Phaseolus multiflorus 16,8 43.8 
IR? ch 5 Dei Sia § ae Nig hy a he 40 42 18,6 
Zea Mays 7.8 18,0 
ee ee 4 6,6 10,2 
Impatiens Balsamina 6,0 - 72 
A Se Ma we a Sg AP lg y.| geen 15 1.8 4,8 
Nicotina tabacum 3,0 7,2 
Sonnenblume AGS yi BP 7 6.9 15,6 
Helianthus annuus 13,2 19,2 
RR ad Sear es ng eer ys 19 12.6 14,1 
Pisum arvense 93 12.6 
RS oS earn oes ie Uae ‘ 12 12,9 20,4 
Hordeum distichum 11,7 17,7 
pS eo ee ee i) 3,3 6,3 
Tradescantia viridis 2.4 7,8 
Mapemmerkrems . ..- 12s ss 10 2,1 6,0 
Tropaeolum majus 3,0 6,6 
hy Coa) ce ee. 5! pe wens 5 2,4 6,9 
Allium cepa 3,9 6.6 
te hice A Lk ong 20 4.8 16,2 
Vicia sativa 3.6 12,9 
Hafer . . ph Se aT et ee 14 18.6 37.8 
Avena sativa 22,2 * 57,6 


auf dem zugehérigen Medium gebildet wird. Es sei an das bekannte 
Beispiel von Aspergillus niger erinnert, der einerseits immer lipatisch 
wirksam ist, besonders intensiv aber bei Kultur auf Fett; andererseits 
produziert er Tannase nur bei Kultur auf Gerbstoffen oder gerbstoff- 
ihnlichen Substanzen, bei Fehlen dieser nicht. Diese Ergebnisse 
diirften dem Enzymchemiker noch manche interessante Anregung 
geben; in diesem Sinne seien obige Harnstoffversuche nur als pflanzen- 
physiologische Vorstudie aufgefafBt, die einer weiteren Vertiefung 
in enzymatischer Richtung durchaus fahig ist. 

Derartige Unterschiede im Harnstoffspaltungsvermégen ergeben sich 
nur bei den Wurzeln. Wir hatten in Parallele dazu dieselben Reihen 
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auch mit den Blattern der Harnstoff- und Ammonnitratpflanzey 
angesetzt; diese Versuche zeigten aber keine Unterschiede im Verhalten 
der Pflanzen zu Harnstoff, wie aus folgender Tabelle hervorgeht 
Die Versuchsanstellung war genau dieselbe wie friiher beschriebe: 
nur wurden statt der Wurzeln die bei jedem Versuch angegebene Menge 
von Blattern zerschnitten und in die Kélbchen verteilt. Obwohl dic 
Filtrate der Blatterversuche durch das Auftreten von Chlorophy|! 
griin bis olivenbraun gefarbt sind, laBt sich bei der Titration der cha- 
rakteristische Umschlag des Methylrots mit einiger Ubung sehr genau 
erfassen, wenn man etwas mehr Indikator als sonst iiblich, etwa 
15 Tropfen zusetzt. 
Tabelle II. 


Harnstoffspaltungsvermégen der Blatter. 





Sense Frisch gemischt Ammonnitrat- Harnstoff- 

P pflanzen pflanzen 
RS 6 wt Bono ax OS : 10 26,1 27,9 
a eae a res 15 30,0 32,1 
SN ae ay Ne eet ga aan See 30 22.8 21,9 
IN iy) hte Wt gg? ok vines "yet 16 9,0 10,8 
SI Peas ag ann har Pa pe 4 3,6 3.6 
ke Pe ae ne tee Ie 15 6,6 6,6 
Ee Oe Pee 7 20,4 19,5 
Re oe hh ee 10 16,2 15,0 
ahs i iG 4 sd a ee ws 12 9,3 11,7 
Ed SS 8 ge te 9 2.1 3,9 
Depmnereremee. . gw wt ee 10 6,3 5,1 
DES Se a kg 6 ees 5 3,6 3,3 
oe Grewia erg oer By 20 24.6 23,4 
RE oie Sse ay at ee ag gt 16 21,3 23.4 


Wie man sieht, ist der Unterschied im Harnstoffspaltungsvermégen 
zwischen den Ammonnitrat- und Harnstoffbldttern im Gegensatz 
zu den Wurzeln auBerst gering, gelegentlich weisen sogar die Harnstoff.- 
blatter niedrigere Werte auf. Von einer enzymatischen Anpassung 
an das Nahrsubstrat kann man bei den oberirdischen Organen nicht 
sprechen. 


Diese Ergebnisse beweisen von neuem® die weite Verbreitung 
der Urease, die auch den vegetativen Organen (Blatter und Wurzeln) 
aller untersuchten Pflanzen nicht fehlt. Man kann in bester Uberein- 
stimmung mit der vorhandenen Literatur! wohl behaupten, dap dic 
Urease zu den weitestverbreiteten Enzymen gehért und allgemein im 
Pflanzenreich angetroffen wird. Ein qualitativer Nachweis von Urease 


1 Vgl. auch Wasicky und Krach, Osterr. bot. Zeitschr. 77, 271, 1928. 
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kann daher keine neuen Kenntnisse vermitteln, diese sind nur auf 


) Grund quantitativer Untersuchungen zu erlangen, wobei aus der Inten- 
).itat des Harnstoffspaltungsvermégens bestimmter Pflanzen oder 
} bestimmter Pflanzenteile neue Richtlinien fiir die Physiologie des 
' Harnstoffs gezogen werden kénnen. 


Unsere in dieser Richtung gehenden Versuche zeigen mit groBter 


) Wahrscheinlichkeit, da8 der Schwerpunkt der Harnstoffassimilation 


an der Wurzel liegt. Das Harnstoffspaltungsvermégen der Blatter 


- ist vom Nahrsubstrat unabhangig, die geringen Schwankungen liegen 
‘innerhalb der unvermeidlichen, physiologischen Fehlergrenzen. Da- 


gegen zeigt die Wurzel eine deutliche Anpassung, indem sie, auf Harnstoff 
gezogen, das Doppelte bis Dreifache an Harnstoff wmzusetzen vermag 
als wenn sie auf einer anderen Stickstoffquelle aufgezogen wurde. Daraus 
kann wohl geschlossen werden, daB ihr Ureasegehalt bei Kultur auf 
Harnstoff wesentlich steigt und sie dementsprechend den intensivsten 
Anteil an der enzymatischen Uberfiihrung des Harnstoffs in Ammon- 
carbonat hat. Weiter sehen wir in diesem Harnstoffspaltungsvermégen 
der Wurzel einen experimentellen Anhaltspunkt fiir die eingangs 
erlauterte Annahme, daf die Pflanze wenigstens bis zu einem ge- 
wissen Grade — von aupfen gebotenen Harnstoff selbst aufspalten kann 
und darin nicht unbedingt auf die Tatigkeit wreatisch wirtender Bakterien 
angewiesen ist. 

Zu den Versuchen ist noch zu bemerken: 

Die absoluten Werte des durch Titration gefundenen Harnstoffs 
sollen kein direktes MaB fiir die aktive Ureasemenge der betreffenden 
Pflanze sein. Sie gelten nur fiir den speziellen Fall der jeweiligen 
physiologischen Beschaffenheit der Pflanzen unter den angegebenen 
Versuchsbedingungen. Es wurde daher auch Abstand genommen, 
sie auf Trockengewicht umzurechnen, um nicht den Anschein zu er- 
wecken, daB wir in unseren Versuchen die absolute Ureasemenge 
bestimmen wollten. Die angefiihrten Zahlen sind durchaus als relative 
Vergleichswerte zwischen Ammonnitrat- und Harnstoffiitterung auf- 
zufassen; sie in dieser Weise zu interpretieren und auszuwerten, st6Bt 
auf kein sachlich begriindetes Hindernis, da die Parallelreihen jedes 
Versuchs unter vollstaindig gleichen Bedingungen angesetzt wurden 
und ein Vergleich der einzelnen Reihen untereinander daher zweifellos 
statthaft ist. 

Die Harnstoffspaltung der Blatter ist im allgemeinen betrachtlich 
héher als die der Wurzeln. Diese Feststellung hiingt wohl mit der Frage 
nach der sekundiren Harnstoffspeicherung zusammen (Harnstoff 
als stickstoffhaltiges Endprodukt des Stoffwechsels), auf die wir gemab 
der eingangs skizzierten Erérterungen in diesen Versuchen nicht 
weiter eingehen; es geniigt, festzustellen, daB durch Harnstoffitterung 
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das Harnstoffspaltungsvermégen der Blatter im Rahmen unsere; 
Versuchsanstellung nicht geandert wurde. 

Beziiglich des Methodischen ist noch zu bemerken, daB bei Vey 
suchen mit Harnstoff das Einhalten aseptischer Kautelen besonders 
streng zu beachten ist. Abgesehen vom griindlichen Waschen de; 
Versuchsobjekte und peinlichster Sauberkeit bei allen Manipulationey 
erreichten wir fiir den Zweck unserer Fragestellung ausreichend 
Sterilitat durch das beschriebene Ausfrieren. Bei derart tiefen Tem 
peraturen werden alle vegetativen Stadien getétet, und aus den tibrig 
bleibenden lebensfahigen Sporen kénnen sich wihrend unserer Versuchs. 
dauer héchstens zwei Generationen entwickeln. Wir wollen unser 
Versuche nicht als absolut steril ansprechen, doch ist es ausgeschlossen 
daB die erzielten Resultate das Ergebnis einer Bakterieninfektion waren 
Ernahrungsphysiologische Versuche mit Hilfe steriler Kulturen, von 
denen eingangs vorliufige Ergebnisse mitgeteilt wurden, werden 
weitere und endgiiltige Belege erbringen. 


Zusammenfassung. 


14 verschiedene Pflanzen (Kiirbis, Sojabohne, Stangenbohne 
Mais, Balsamine, Tabak, Sonnenblume, Erbse, Gerste, Tradescantic 
Kapuzinerkresse, Zwiebe], Wicke und Hafer) wurden in Wasserkulturen 
teils auf Harnstoff, teils (zum Vergleich) auf Ammonnitrat als Stickstoff- 
quelle gezogen. Nach vier- bis fiinfwéchiger Kultur wurden die zer- 
kleinerten Wurzeln unter méglichst aseptischen Bedingungen (Waschen. 
Ausfrieren) auf ihr Verhalten zu Harnstofflésung untersucht und das 
durch enzymatische Umsetzung gebildete Ammoniak titrimetrisch 
gemessen. 

Die Versuche ergaben, daB die Wurzel ein gewisses Anpassungs- 
vermégen an Harnstoff besitzt in dem Sinne, daB sie bei Kultur auf 
Harnstoff als Stickstoffquelle ein héheres Harnstoffspaltungsvermégen 
erlangt als Vergleichspflanzen, die auf einer anderen Stickstoffquelle 
kultiviert wurden. Ein derartiger Unterschied im enzymatischen 
Verhalten konnte bei parallelen Versuchen mit den Blattern der Ver- 
suchspflanzen nicht festgestellt werden. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Direktor Dr. Mittasch fiir 
sein stets férderndes Interesse an der Arbeit meinen ergebensten Dank 
auszusprechen. 
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Uber Inulin-phosphorsaure. 


Von 


Max Liidtke. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1929.) 


In einer friiheren Arbeit haben C. Newberg und H. Pollak’ ein 
Verfahren angegeben, das gestattet, Starke zu phosphorylieren. Die 
nach dieser Methode bereitete Amylo-phosphorsaure ist dann genauer 
von J. Kerb? sowie M.Samec und A. Mayer* untersucht worden, 
und H. Pringsheim# stellte auf die gleiche Weise den Phosphorsaure-ester 
des Lichosans dar. Auch Inulin nimmt unter analogen Bedingungen 
Phosphorsiure auf®. In Anbetracht der Bedeutung, die gerade Inulin 
infolge seiner am-Struktur® fiir die Erkenntnis der Zuckerphosphate 
haben kann, schien es geboten, die Phosphorylierung dieses Poly- 
saccharids naher zu untersuchen, um spiter Studien iiber den durch 
chemische Mittel und Enzyme bewirkten Zerfall auszufihren. 

Nachstehend wird zunichst die Vorschrift zur Gewinnung eines 
Inulin-monophosphats nebst einer kurzen Beschreibung seiner Eigen- 
schaften gegeben. 

Fiir die Darstellung werden beispielsweise 13,3 g im Hochvakuum 
bei 65° getrockneten Inulins in 300 cem trockenes Pyridin eingetragen 
und auf —18° abgekihlt; dann werden 13,2 g Phosphoroxychlorid 
in 50 ccm Pyridin in kleinen Anteilen zugegeben. Die Mischung wird 
allmahlich auf Zimmertemperatur gebracht, 12 Stunden bei 40° ge- 
schiittelt, noch weitere 12 Stunden bei dieser Temperatur belassen 
und danach durch ein Glasfilter gesaugt. Der Riickstand ist in mehreren 
Litern eiskalten Wassers aufzunehmen und mit Wasser so oft abzu- 
schleudern, bis nur noch sehr geringer Pyridingeruch vorhanden ist. 

1 ©. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 28, 515, 1910. 

2 J. Kerb, ebencaselbst 100, 3, 1919. 

3 M. Samec und A. Mayer, Kolloidchem. Beih. 16, 89, 1922. 

4 H. Pringsheim und H. Braun, Ann. 460, 42, 1928. 

5 H. hh. Schlubach und H. Elsner, B. 62, 1493, 1929. 
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Darauf wird die Verbindung in heiBem Wasser von 80° aufgeschlimyt 
und abzentrifugiert. Nach sechsmaliger Wiederholung dieser Operati 
war der Phosphorgehalt der theoretische. Ausbeute 3 bis 4 g. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 78° getrocknet. 


0.2218 g Substanz gaben 0,1043 g Mg, P,O,. 
0,0995 g Substanz gaben 0,1094 g CO, und 0,0390 g H,O. 


C,H,,0,P. Ber. P= 12.81%, C= 29.76%, H= 459%; 
(242) = gef. P= 13,10%, C= 2999%, H= 439%. 


Derselbe Kérper wurde auch erhalten, wenn die Ausgangsmaterialien 
nicht bei 40°, sondern 6 Stunden bei Zimmertemperatur geschiitte|t U 
wurden; nur war die Ausbeute dann geringer. 


0,1884 g Substanz gaben 0,0860 g Mg,P,0, = 12,73°, P. 


Die Substanz war ganz schwach gelb gefirbt und enthielt noch 
ein wenig Pyridin, wie beim Erhitzen mit Natronlauge am Geruch 
zu erkennen war; doch entspricht seine Menge héchstens 1°), N, die 
bei der Elementaranalyse nicht in Erscheinung tritt. 

Der Ester reagiert gegen Lackmus sauer; aus Sodalésung wird 





6 
Kohlensaure frei gemacht. Wasser, Anilin, Ammoniak und Natronlauge ~ 
lésen nicht ; beim Erhitzen mit letzterer farbt sich das Produkt rotbraun. ” 
In organischen Solvenzien, wie Benzol, Nitrobenzol, Phenol, Chloroform, V 
Tetrachlor-athan, Cyclohexanol, Glycerin findet praktisch keine A 
Lésung statt. 7 
Konzentriertere Mineralséuren lésen die Substanz alsbald nach E 
dem Aufkochen unter Hydrolyse. Aus den Hydrolysaten, die mit S 
1 °,iger, 0,5 °.iger Schwefelsaiure und gesattigter Oxalsiure entstanden, . 
konnten einheitliche Produkte durch Fallung mit Alkohol noch nicht d 
erhalten werden. Auch Neutralisation mit Bariumcarbonat bzw. e 
-hydroxyd gegen Phenolphthalein ergab bisher nur Kérper mit ‘ 
schwankendem Ba- und P-Gehalt. i 4 
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Uber das Verhalten des glucose-schwefligsauren Natriums zu 
Hefe und damit zusammenhingende Fragen. 


Von 


Carl Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


In der zweiten, dritten und vierten Mitteilung tiber die zweite Ver- 
giarungsform, die Spaltung des Zuckers in Kohlendioxyd, Acetaldehyd 
und Glycerin, hatten C. Newberg und E. Reinfurth' zunachst fiir die 
beiden letztgenannten Verbindungen gezeigt, daB sie im molekularen 
Verhaltnis entstehen und da die mit obergariger Hefe erzielbaren 
Ausbeuten an diesen Stoffen einem Grenzwerte zustreben; er lag bei 
70 bis 74°, der nach der Theorie méglichen Menge. Mit einer gegen 
Elektrolyte unempfindlicheren japanischen Spezialhefe (Saccharomyces 
Saké) vermochte H. Kumagawa? die Ausbeute noch hoéher, auf 80,3 °,, 
zu treiben, waihrend die untergarigen Rassen bekanntermaBen gegen 
den Zusatz von sekundirem Natriumsulfit starke Empfindlichkeit be- 
sitzen, so daB Unterhefe zur Herbeifiihrung der zweiten Vergarungsform 
in gréBerem Ausmafe wenig geeignet ist®. Jedoch vertragen auch die 
Oberhefen nicht beliebige Mengen Di-natriumsulfit; tiberhalb einer 
bestimmten Konzentration des Salzes werden sie gehemmt und ge- 
schidigt. Es ergibt sich deutlich die Reihe: salz-resistente Spezialhefe 
> Oberhefe > Unterhefe. 

Zur Erklarung fiir den sich einstellenden Grenzwert, der charak- 
teristischerweise mit der Tcleranz der verschiedenen Hefenarten gegen 
das als Abfangmittel fiir den Acetaldehyd wirkende Reagens ansteigt, 
hatten Newberg und Reinfurth (l.c.) sowohl die durch das lebende 
Objekt bedingte Beschrankung der anwendbaren Sulfit-konzentration 


1 OC. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 384, 1918; 92, 244, 
1918; B. 52, 1682, 1919. 

2 H. Kumagawa, diese Zeitschr. 131, 148, 1922. 

3 C. Neuberg und E. Reinfurth, B. 52, 1697, 1919. 








478 C. Neuberg: 


als auch die herrschenden komplizierten Dissoziations-verhaltnisse 
herangezogen. Der im Sinne der Gleichung 


(gH,.0, + Na,SO, + H,O = CH,. CHOH .OSO,Na + NaHCO, 
+ CH,OH.CHOH.CH,OH 


sich abspielenden Reaktion wirkt das im Girverlaufe gebildete Natrium. 
bicarbonat entgegen, das bei der Versuchstemperatur zum Teil unte: 
CQ,-Verlust in Soda tibergeht. Alkalicarbonate spalten aber das 
Aldehyd-bisulfit in Aldehyd und schwefligsaures Salz. Es kann dann 
weniger Aldehyd fixiert werden, wodurch automatisch die korrelative 
Glycerinbildung gesteuert wird. Andererseits wird die Bestindigkeit 
der Aldehyd-sulfit-verbindung durch einen Uberschu8 an schweflig. 
saurem Salz vergréBert. Dies kann man leicht auf doppelte Art nach- 
weisen: Entfernt man durch Zugabe von BaCl, das _ iiberschiissige 
Di-natriumsulfit, so enthalt nunmehr ein solches Girgut sofort freien 
Acetaldehyd; er ist am typischen Geruch sogleich erkennbar und in der 
Kalte durch einen Stickstoffstrom austreibbar. Beide Reaktionen ver- 
sagen, solange das Gargut unter dem Schutze iiberschiissigen Sulfits 
steht. 


Eine andere Erklarung versucht F. Polak! zu geben; sie léZuft auf 
folgende Annahme heraus: Nur zwei Drittel der vorhandenen Zucker- 
menge solle in die EinfluBsphare des Sulfits gelangen, indem unter der 
Wirkung eines Ferments zunichst damit glucose-schwefligsaures 
Natrium gebildet werde; das tibrige Drittel des Kohlenhydrats soll in 
normaler Weise vergoren werden. Die Reaktionen 


a) 2 CgH,,0, + 2 Na,SO, + 2H,O = 2 (C,H,,0,. SO,HNa 
> | 2 NaOH, 
b) CgH,.0, = 2 CO, + 2C,H,OH 


sollen derart gekoppelt sein, daB Reaktion b) die Energie fiir 
Reaktion a) liefert, und unter Vorausstzung eines solchen Zusammen- 
hanges diirften, durch Zersetzung lediglich des Glucose-sulfits nach der 
zweiten Vergarungsform, nicht mehr als 66,6 °,, der theoretisch denkbaren 
Menge an Aldehyd und Glycerin gebildet werden. Wie man sieht, ist 
diese Hypothese der allbekannten Harden-Youngschen Giarungs- 
gleichung nachgebildet. GemaB dieser wird 1 Mol Zucker durch 
die Phosphatese mit 2 Mol anwesenden Alkaliphosphats zu Hexose- 
di-phosphat vereinigt, wahrend das andere Mol Zucker in gekoppelter 
Reaktion der gewéhnlichen Vergaérung anheimfallt. Der Unterschied 
gegeniiber dem physiologischen Phosphorylierungs-proze8 ist nur der, daf 
der Phosphorséure-ester der Hexose (s. spiter 8S. 484) wirklich isoliert 


1 F, Polak, diese Zeitschr. 212, 363, 1929. 
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worden ist, wahrend man dies von ihrem supponierten Schwefligsaéure- 


‘derivat, das auf biochemischem Wege erzeugt wire, nicht sagen kann. 


Bereits in der zweiten Abhandlung hatten 1918 Newberg und Reinfurth 
(l ec.) schematisch auf das glucose-schwefligsaure Natrium Bezug ge- 
nommen. Als veritables Zwischenprodukt haben sie jedoch diese an 


‘sich wohl bekannte Verbindung, die in zwei leicht ineinander iiber- 


' gehenden Formen existiert, nicht betrachtet, und zwar aus einem sehr 
-einfachen und zwingenden Grunde: Sie gart namlich nicht. 
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Fiir die Frage der Vergirbarkeit mu8 es gleichgiiltig sein, ob das 
Glucose-sulfit auf bicchemische oder rein chemische Weise gewonnen 
ist. Wahrend der erstgenannte Weg bisher nicht zum Ziele gefiihrt hat, 
ist der zweite von W. Kerp' schon vor 25 Jahren in grundlegenden 


| Arbeiten beschritten. Auf diese hatten wir schon friiher hingewiesen. 


Das garungswidrige Verhalten auch des reinsten glucose-schweflig- 


‘sauren Natriums — es ist nicht nur fiir sich garunfihig, sondern 
‘hebt auch die Vergirbarkeit zugefiigter Zymohexosen auf — findet 
‘seine vollkommene Erklirung in den exakten und eindeutigen Fest- 
) stellungen W. Kerps. Dieser Forscher hat nimlich bewiesen, daB eine 


n Lésung des Salzes bereits zu 42°, eine 0,1 n Lésung zu 75°, und eine 
0,03 n Lésung segar zu 82°, hydrolytisch in die Komponenten zerfallen 


ist. Die hydrolytische ‘Zerlegung wird noch starker, wenn wie bei 
der Garung — Bisulfit beanspruchende Umsetzungen vor sich gehen. 


Unsere und Polaks vergleichbaren Garversuche sind, wenn man auf 
die benutzte Sulfit-menge berechnet, bei An/fangs-konzentrationen 
angestellt, die einer rund 0,16 bis 0.4m Glucose-sulfit-lésung ent- 
sprachen und natiirlich im Garverlauf standig absinken. Es ist klar, 


‘daB die groBe Menge abdissoziierten freien Natriumbisulfits jede des- 


molytische Hefenwirkung ausschlieBt. 

Nun kénnte man unterstellen, daB bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Natriumbicarbonat, das im Sinne obiger Gleichungen aus Natron- 
lauge und Kohlendioxyd entsteht, die Toxizitét herabgesetzt ist. Es 
hieBe dies mit anderen Worten, da8 trotz der anders lautenden Formu- 
lierung des Autors re vera 3 Mol Zucker in Gegenwart von 2 Mol Bi- 
sulfit vergaren, dessen Aziditat durch 2 Mol Natriumbicarbonat para- 
lysiert wird. 

Obgleich uns schon seit fast zwei Doezennien die gdnzliche Gar- 
unfahigkeit des glucose-schwefligsauren Salzes und die Besonderheiten 
seines Verhaltens zu Hefe bekannt waren, wollen wir folgende Ver- 
suche anfiihren; sie waren zu anderen Zwecken angestellt, tragen 
aber der Formulierung von Polak Rechnung und zeigen, daf} dieselbe 
nicht durch das Experiment zu verifizieren ist. 


1 W. Kerp, Arb. aus dem Kaiserl. Gesundheitsamt 21, 180 und 372, 
1904; W. Kerp und E£. Baur, ebendaselbst 26, 231 und 269, 1907. 
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1. Reines Natrium-glucose-sulfit (2 Mol) wurde unter Zugabe von f 
1 Mol Zucker und 2 Mol NaHCO, vergoren. Nach des Autors Aussage 


mite man erwarten, daB jetzt das prisumptive Zwischenprodukt 
Glucose-sulfit total in CO,, Acetaldehyd und Glycerin zerfalle. Das 


Ergebnis ist durchaus anders: Durch das Na HCO, wird eine schidliche 


Wirkung des aus dem Glucose-sulfit abgespaltenen Bisulfits auf. 
gehoben, aber der Effekt aller vorhandenen SO,, mag sie vdllig fre 
sein oder partiell an Glucose haften, wird auf allen freien und urspriing. 
lich gebundenen Zucker repartiert. Es entsteht genau so viel Aldehyd 
wie aus 3 Mol reinem Zucker und 2 Mol einfachem Di-natriumsulfit 
unter den gleichen molaren Konzentrations-verhaltnissen hervorgeht. 
d.h. um ein Drittel weniger, als nach des Autors aufgestellten Gleichungen 
gebildet werden soll. Denn nach diesen miiBte ja das Glucose-sulfit 
glatt nach der zweiten Vergirungsform zerfallen; seine Vergirung soll 
unabhangig von der des freien Zuckers erfolgen, der nur seine Ent- 
stehung bedingen soll. 

2. LaBt man den freien Zucker fort und setzt reines glucose- 
schwefligsaures Natrium (1 Mol) in Gegenwart von 1 Mol NaHCO, 
und 1 Mol Weingeist mit Hefe um, so geht das Zucker-sulfit auch jetzt 
keineswegs restlos in Glycerin, Acetaldehyd und Kohlendioxyd iiber 
Das Gemisch verhalt sich vielmehr so, als ob das zugefiigte Natrium- 
bicarbonat das Glucose-sulfit in freien Zucker und sekundares schweflig. 
saures Salz zerlegt hatte. Acetaldehyd wird statt zu 100%, der (von 
Polak aufgestellten) Theorie in Wirklichkeit nur zu knapp 55°, der- 
selben erzeugt; man erhalt keine Spur mehr, wie unter den Versuchs. 
bedingungen von Newberg und Reinfurth aus freier Hexose plus freiem 
Sulfit gebildet wird. 

Somit fehlt der Annahme von Polak, obgleich sie ihr Autor fiir 
unwiderlegbar halt, die einfachste experimentelle Basis. Trotzdem 
seien noch folgende Punkte angefiihrt, die ebenfalls die Unhaltbarkeit 
seiner Voraussetzungen dartun und seine Beobachtungen ohne be- 
lastende Hilfskonstruktionen erkliren. 

Die bis 14% héheren Ausbeuten an Acetaldehyd und Glycerin, die 
experimentell festgestellt worden sind und somit in seine Betrachtung 
nicht passen, will der Autor aus dem benutzten Hefequantum herleiten. 
Die Berechnung lehrt ohne weiteres, da eine solche Behauptung den 
ernstesten Zweifeln begegnen muB: 

Wenn Kumagawa (1. c¢.) insgesamt 24 g Hefe verwendete, die bei 30° 
Trockensubstanz 7,2g feste Substanz und 3,6g Rohprotein enthielten, 
so kénnen im ganzen 0,45 g Alanin praformiert sein; denn nach J. Meisen- 
heimer! enthalt das HefeneiweiB im Mittel 12,5% Alanin, das bei de 
Autolyse im wesentlichen unangegri{fen bleibt. Aber selbst bei vélligem 
Abbau und anschlieBender quantitativer Oxydierung und Desaminierung, 


1 J, Meisenheimer, H. 114, 248, 1921. 
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die gar nicht zur Diskussion stehen kénnen, vom Verfasser aber implizite 
herangezogen werden, wiirden nur 0,225 g Acetaldehyd gebildet ; das waren 
1,8°, des tatsichlich isolierten Quantums von 12,40 g. 

Noch schwerere Widerspriiche wiirde eine analoge Ableitung des 
Glycerins von Hefenbestandteilen in sich bergen. Nach Ad. Mayer" ist 
der Gehalt der Hefe an Fett plus Lecithin durchschnittlich 3,5°,; zu der 
selben Zahl gelangte Th. Sedlmayer*, wihrend O. Hinsberg und E. Roos* 
2,8% bereits als abnorm hoch bezeichnen. Bei einem Gehalt des Hefen- 
fettes von rund 11% Glycerin kénnten also 24g Hefe mit 7,2 ¢g Trocken- 
substanz ad maximum 0,028 g Glycerin liefern, falls alle Lipoide verseift 
wirden! In Wirklichkeit bleiben sie aber nach fF. G. Kohl* bei der Selbst- 
verdauung und dem Absterben der Hefe praktisch unverandert. Da jene 0,028g 
Glycerin 0,11°%, also kaum mehr als ein Tausendstel der bei der Vergérung 
nachgewiesenen Glycerinmenge von 24,76 g ausmachen, so ist keine andere 
annehmbare Deutung iibrig, als daB die nach des Autors Meinung zuviel 
isolierte Menge Glycerin doch aus Zucker herstammt. Es ware tiberdies, was 
nachdriicklich hervorzuheben ist, ja auch ganz unverstandlich, da eine ab- 
gestorbene und vollstandig autolysierte Hefe schlieBlich den Zucker restlos 
vergaren sollte, wie es tatsichlich geschieht. Da unter den von uns inne- 
gehaltenen Bedingungen zwar eine Abschwaéchung, aber keine Vernichtung 
der Hefe stattfindet und aller Zucker umgesetzt wird, ist so oft beschrieben, 
daB sich eine Wiederholung eriibrigt. 

Anders liegen natiirlich die Verhaltnisse beziiglich des Gehalts der 
Hefe an Ath. ylalkohol. Wahrend die hervorragend stimmenden Bilanzen, 
die von C. Neuberg, J. Hirsch und E. Reinfurth® auf das peinlichste durch- 
gefiihrt sind mit ,Methoden, die} Verfasser selbst: als einwandfrei bezeichnet, 
greift er einen der altesten von Neuberg und Reinfurth beschriebenen Versuche 
heraus und konstatiert, daB in diesem einzelnen Beispiel die Summe aller 
Garprodukte um etwa 6% zu hoch ausfalle. Sieht man, was naturgemaB 
ware, davon ab, daB eine so komplizierte analytische Aufteilung, wie sie 
bei Sulfit-maischen nétig ist, nicht von vornherein véllig gelingen konnte, 
so sind dem Autor aber zwei Tatsachen vollstandig entgangen, namlich, 
da8 Hefe praformierten Weingeist einschlieBt und solchen bei der Selbst- 
girung produziert. 

In dem betreffenden Versuch sind 25g Hefe von 70°, Feuchtigkeits- 
gehalt, also 7,5g Hefentrockensubstanz angewendet. Sie beherbergen 
nach C. Neuberg und J. Kerb*® 0,225 g vorgebildeten Alkohol. .Da nach 
Euler-Lindner? der’ Gehalt guter Oberhefen an Glykogen bis 39% betragen 
kann, kénnen noch rund 1,5g Alkohol hinzukommen, so daB aus Hefe 
schlieBlich 1,7g herriihren. Zieht man diese Zahlen in Rechnung, so 


1 Ad. Mayer, Garungschemie, 8S. 101. Heidelberg 1927. 

2 Th. Sedlmayer, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 26, 381, 1903. 

8 O. Hinsberg und E. Roos, H. 42, 190, 1904. 

4 F.G. Kohl, Die Hefenpilze 8. 44. Leipzig 1908. 

5 C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 98, 141, 1919; C. Neuberg, 
J. Hirsch und E. Reinfurth, ebendaselbst 105, 332, 1920. 

® C. Neuberg und J. Kerb, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 120, 1912; 
B. 46, 2225, 1913; diese Zeitschr. 58, 406, 1913; vgl. auch F. Hayduck 
Jahrb. d. Versuchs- u. Lehranst. f. Brauerei, 8. 536, Berlin 1913, wo dieser 
Befund bestatigt worden ist. 

7 Chemie der Hefe, 8. 59. Leipzig 1915. 
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findet man fast den theoretischen Wert an Gesamt-girprodukten. Ganz 
davon abgesehen, ist es einleuchtend, daBb jenes vereinzelte analytisc|, 
Datum nicht die geringste Stiitze fiir Polaks spekulative Deduktionen liefe:; 

Wenn sich der Autor dariiber wundert, daB bei Verdoppelung «i: 
Sulfit-zusatzes der Aldehydgehalt nur um 16% zunimmt, so finden wi: 
dieses viel, aber nicht wenig. Der Verfasser hat namlich ganz auBer ac} 
gelassen, da die Konzentration kaum um 7%, erhéht, praktisch also die sel!» 
geblieben war (63 g Sulfit in 1200 cem bzw. 126 g Sulfit in 2130 cem Lésuny). 
Da wirklich die absolute Konzentration fiir die Aldehyd-abfangung mai- 
gebend ist und daB zugleich der enzymatische Apparat der Hefe durc) 
zu hohe Sulfit-konzentrationen geschadigt wird, haben noch jiingst B. Kosei 
und J. Leibowitz! tiberzeugend dargetan. Ganz unverstandlich ist des 
Verfassers Meinung, daB ,,bei gréBerem UberschuB an Sulfit die Dissoziation 
gewaltig ansteigen sollte“. 

Die Formeln des Autors bieten noch verschiedene andere Schwierig 
keiten. Gleich uns geht er vom Rohrzucker aus, aber die invertatisch 
erzeugte Fructose besitzt nach den Angaben der Literatur eine viel ge 
ringere Bindungskraft fiir Sulfit als Glucose, so daB Fructose-schwefligsaure, 
mag sie chemisch oder biochemisch gebildet sein, noch viel starker in die 
Komponenten gespalten sein muB. 

Wahrend wir bemiiht gewesen sind, mit wenigen und durch ihre 
biologische Dignitét ausgezeichneten Zwischenstufen die Garungsvorging: 
zu erklaren (Methylglyoxal, Brenztraubenséure), stellt der Autor gleich 
vier weitere Durchgangsgebilde auf. Eines davon ist identisch mit dem 
von A. Wohl? formulierten gemischten Aldol des Glycerinaldehyds und 
Methylgityoxals, in dem anderen ist der Ketonaldehyd durch den isomeren 
Dialdehyd der Malonséure vertauscht. Es ist nicht einzusehen, warum 
diese Dicarbonyl-verbindungen nicht nach Analogie mit dem Glyoxa! 
und seinen Homologen 2 Mol Sulfit addieren sollen, sondern nur eines. 

Der Versuch lehrt tibrigens ohne weiteres, daB mit Na, SO, eine durch 
Freigabe von Natriumhydroxyd gekennzeichnete Reaktion erst bei den 
Zucker-abbauprodukten Methylglyoxal, Brenztraubenséure (als Natrium- 
salz) und Acetaldehyd in nennenswertem Grade stattfindet. (Im Falle des 
Methylglyoxals wird das Alkali infolge Entstehung von Lactat wiede 
schnell verbraucht.) 

DaB in praxi das Sulfit erst in den spaéteren Abbaustadien in Funktion 
tritt, nicht aber zu Anfang, ergibt sich aus folgendem. 

Fiigt man zu einer Zeit, wo Verfasser seiner Behauptung nach enzy- 
matisch erzeugtes Glucose-sulfit zwar nicht nachgewiesen hat, es abe 
nach seiner Deduktion voraussetzt, zwecks Ausfaillung freien Sulfits BaCl, 
zum Gargut, so befindet sich in der klar filtrierten Lésung lediglich so viel 
gebundenes Sulfit, als dem gebildeten Acetaldehyd dquivalent ist. Da 
das Bariumsalz der glucose-schwefligen Saéure léslich ist, miiBte eine ihr 
(unter Beriicksichtigung der Dissoziation) entsprechende Menge gebundene! 
schwefliger Saure in der Fliissigkeit nachweisbar sein. Das ist nicht der Fall, 
und die vom Autor geforderte, namentlich fiir den Anfang als deutlich 
bezeichnete Reaktion a seiner Formulierungen ist experimentell nicht zu 
bestatigen, obgleich Glucose-sulfit angeblich doppelt so schnell enzymatisch 
gebildet als vergoren werden soll. 


1 B. Kisch und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 207, 384, 1929. 
2 A. Wohl in E.O.v. Lippmanns Chemie der Zuckerarten, S. 1891. 
Braunschweig 1904. 
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Mit einer allerdings wenig genauen, aber von ihm bevorzugten Methodik, 
der Sulfit-titration in der Maische direkt, findet Verfasser iibrigens selbst 
zu verschiedenen Zeiten Ubereinstimmung zwischen gebundenem Sulfit 
und dem nach dem bewahrten Destillations-verfahren ermittelten Acet- 
aldehyd. Es ist also auch bei ihm keine Sulfit-fixation durch Zucker 
analytisch zu erkennen. 

Ferner ist es noch aus anderen Griinden ganz unwahrscheinlich, daB 
eine feste Vereinigung des Sulfits mit Zucker die unerlaBliche Vorbedingung 
fiir die Verwirklichung des Abfangverfahrens ist. Bekanntlich hat es mit 
Erfolg zur Fixierung von Aldehyd bei den verschiedensten Vergaérungen 
von Substanzen gedient, die gar keine Bindekraft fiir Sulfit besitzen: vg]. 
die Ergebnisse bei der Vergaérung von Weingeist!, von Glycerin und Mannit ®, 
von Inosit*, von Gluconsaéure, Milchséiure und Glycerinséure‘, ferner von 
Glykol und diversen Oxyséuren®. Hier sprechen die Tatsachen vollkommen 
und eindeutig gegen des Autors Hypothese, und sie ist ferner mit der Fest- 

4 stellung unvereinbar, daB die zweite Vergairungsform unter dem Einflu8B 
von Dimethyl-hydroresorcin gleichfalls erzwungen wird *®; dieses Reagens 
kondensiert sich, wie D.Vorldnder und seine Schiiler? gezeigt haben, iiber- 
haupt nicht mit Zucker, sondern nur mit einfachen Aldehyden. DaB auch bei 
der Abfangung von Acetaldehyd mit Tierkohle unter korrelativer Glycerin- 
bildung das Agens nicht in den Zucker eingebaut wird, sondern auf spaiten 
Zerfallsstadien angreift, bedarf keiner Begriindung *, und ein gleiches gilt fiir 
die carboligatische Fixierung von Acetaldehyd mittels Acetaldehyd, die eben- 
falls Glycerinanhaufung nach sich zieht*. Ahnlich liegen die Verhaltnisse fijr 
die Erscheinungen der phytochemischen Reduktionen, bei denen ein zu- 
'  gesetzter Akzeptor mit dem Garungsayetaldehyd um den labilen Wasserstoff 
'  konkurriert, Acetaldehyd iibrigbleibt, aber nimmermehr der urspriingliche 
' Zucker primar reagiert. Ganz und gar versagen ebenfalls des Autors Vor- 
'  stellungen, wenn man die dritte Vergdérungsform betrachtet. Hier wird z. B. 
unter dem Einflu8 von Alkalicarbonat der intermediar gebildete Acetaldehyd 
nicht von einem Bindemittel mit Beschlag belegt, sondern im freien Spiel 
der Enzymkrafte dismutiert, wahrend fiir diesen Verbrauch der Oxydations- 
stufe Acetaldehyd wiederum die Produktion von Glycerin die reduktive 
Gegenleistung darstellt!”. Niemand wird glauben, dai} hier die Carbonate 
zunachst vom Zucker fixiert werden, so wenig wie die vielen vorhin er- 
wihnten Stoffe ohne Carbonylstruktur dem Sulfit die Méglichkeit zur 
Anlagerung gewahren, so wenig wie Acetaldehyd, Dimedon oder Tier- 
kohle mit Hexosen eine Aldehyd liefernde Vorstufe bilden. 


RR Ty IER INE ae 


1 ©. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 158, 1919. 

2 Dieselben, ebendaselbst 96, 133, 1919. 

3 H. Kumagawa, ebendaselbst 131, 157, 1922. 

4 K. Nagai, ebendaselbst 141, 266, 1923. 

5 W.C.de Graaf und A. J. Le Févre, ebendaselbst 155, 313, 1925. 

® C, Neuberg und E. Reinfurth, ebendaselbst 106, 281, 1920. 

7 D. Vorldnder, Ann. 294, 316, 1897; Dissertationen von H. Volkholz 
und C. Ihle, Halle 1902. 

8 FE. Abderhalden und S.Glaubach, Fermentforsch. 6, 143, 1922; 
E. Abderhalden und W. Stix, ebendaselbst 6, 345, 1922. 

® L. Elion, diese Zeitschr. 169, 471, 1926. 

” ©, Neuberg und J. Horsch, diese Zeitschr. 96, 175, 1919; 100, 304, 1919. 
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Nebenher sei noch bemerkt, da®8 die These einer Entstehung von 
Glucose-sulfit ebenfalls schwer in Einklang zu bringen ist mit der bekannte), 
Feststellung von G. Hemmi', daB Hefe aus Zucker auch in Gegenwart 
von Sulfit Hexose-phosphorséure-ester erzeugt und trotzdem Aldehy:| 
ergibt: ,,The presence of sulphite does not prevent esterification of phosphori: 
acid, so that the two processes in no way interfere“. 

Nach allem bedeutet die Isolierung von Acetaldehyd eine wahre Ab 
fangung dieses Intermediar-gebildes, und die angenommene zwangslaufige 
Primarbindung des Abfangmittels an Zucker unter Schaffung einer Sub 
stanz, die nicht in die Komponenten zerfallt, ist abzulehnen. 

Als ein Argument fiir seine Auffassung fiihrt der Verfasser an, daj} 
zu Beginn der Garung bei 2% Aldehyd und 4°, Alkohol, das frei, d.h. nicht 
als NaHCO, in der Sulfit-maische vorhandene Kohlendioxyd zu niedrig 
befunden ware. Sieht man von Einwaénden gegen die Methodik ganz ab, 
so fallt folgendes auf: Der Autor gibt an, daB er die Garung bei py = 8,5 
durchgefiihrt habe. Da8 bei solcher Alkalinitét CO, zuriickgehalten wird, 
erscheint selbstversténdlich. Zugleich zeigt aber diese Zahl, da offenbar 
ein unreines, carbonathaltiges Sulfit verwendet wurde. Bei unseren An- 
sitzen mit umkristallisiertem Di-natriumsulfit maBen wir pg = 8,15, einen 
Wert, der schon in 2 Stunden auf py = 7,9 und weiterhin auf 7,5 abgefallen 
war. AuBer der Retention von Kohlensaure hat aber die héhere Hydroxy!- 
ionen-konzentration zur Folge, daB bereits das Gebiet der dritten Ver- 
gairungsform erreicht wird, und es erscheint méglich, da8 kleine Mengen 
Aldehyd dann der Dismutation unterliegen. 

Ein analytisches Versehen, das allem Anschein nach Polak unter- 
laufen ist, wiirde nun feider alle seine Bilanzen und simtliche davon abhangige 
Folgerungen in Frage stellen. Es handelt sich um die Art seiner bilanz- 
maBigen Bestimmung noch unangegriffenen Zuckers. Er benutzt? unseren 
alten Befund, da®8 auf sekundare Sulfite sowie Aldehyd-bisulfit die Ostsche 
Lésung nicht oder kaum anspricht, so da8 man mit ihr Zucker neben 
jenen Substanzen nachweisen kann. Das ausgeschiedene Cu,O ermittelt 
Polak nun nach Bertrands viel benutzter Methode. Bei dieser wird eine 
Fehlingsche Mischung von genau vorgeschriebener Zusammensetzung ver- 
wendet, und nur die aus dieser hervorgegangene Menge Kupferoxydul dar 
nach Bertrands Tabellen auf Zucker bezogen werden. Mit Ostscher Lésung 
erhalt man aber bekanntlich die 1% bis 2fache Menge Cu,O! Und es 
ist zundéchst unverstaéndlich, weshalb bei diesem Vorgehen Kontrollanalysen 
mit reinem Invertzucker richtig ausgefallen sind. 

Alle diese Umstaénde mahnen dazu, den SchluBfolgerungen Polaks 
mit Zuriickhaltung gegeniiberzustehen. 

In technischer Hinsicht verdienen woh! groBe Beachtung Polaks An- 
gaben iiber die Kraftigung, Ernaihrung* sowie Vermehrung der Hefe durch 


1 G@. Hemmi, Biochem. Journ. 17, 327, 1923. 

2 Er bemangelt, daB Neuberg, Hirsch und Reinfurth den Zucker in einer 
Fliissigkeit bestimmt hatten, die mit CaCO, erwarmt worden war, wodurch er 
zersetzt sein kénnte. Man kann sich leicht davon iiberzeugen, daB durch die 
Behandlung keine auBerhalb der Fehlergrenzen gelegene Veranderung eintritt. 

3 Hieriiber sowie iiber die wiederholte Verwendbarkeit der Hefe 
haben iibrigens schon W.Connstein und K. Liidecke (B. 52, 1387, 1919 
und D. R.-P. 298595, ausgegeben am 29. Juni 1921) Angaben gemacht, 
die bei der von ihnen geschaffenen, bekannten industriellen Glycerin- 
produktion verwertet worden sind. 
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zweckmabige Dosierung der Zusitze Ammoniumsulfat ! und Calciumcarbonat. 
DaB eine iiber die von uns bewahrt gefundene Menge herausgehende Stei- 
gerung von (NH,),SO, schwere Schadigungen bewirkt, ist selbstverstandlich. 
Ammoniumsulfat gehért ausgesprochen zu den physiologisch sauren Salzen*. 
In dem MaBe als das Ammoniak von der Hefe verbraucht wird, tritt freie 
H,SO, auf; diese macht aus sekundérem schwefligsauren Salz SO, frei, 
dessen Giftigkeit fiir Hefe notorisch ist. War es doch der entscheidende 
Schritt, fiir die Erzielung der zweiten Vergaérungsform, die Toxizitét von 
H,SO, bzw. NaHSO, durch Heranziehung der neutralen Sulfite (Na, SO,;) 
zu tiberwinden. Man mu8 also, wie das nach den Lehren der Agrikultur- 
chemie fiir Versuche mit héheren und niederen Pflanzen gelaufig ist, ein 
neutralisierendes Agens (CaCO,) zufiigen, wenn man mit viel Ammonium- 
sulfat arbeitet. In einer derartigen Maische, die auch NaHCO, enthalt, 
entsteht dann gemaé® einem Gleichgewicht Ammoniumcarbonat. Sein 
Auftreten vermag unter anderem zu erkléiren — soweit Analysenfehler 
auszuschlieBen sind —, warum in solchen Ansaétzen Glycerin in einer Menge 
auftritt, die iiber die Aquivalentzahl fiir den gefundenen Acetaldehyd 
herausgeht: Es kénnte namlich etwas Aldehyd durch Dismutation ver- 
schwinden; denn nach des Autors Angaben ist das py so hoch, dab wir 
uns schon im Bereich der dritten Vergaérungsform befinden diirften. 

Endlich ist noch ein Wort zu Polaks Angabe zu sagen, daB direkt 
mit Sulfit angesetzte Maischen schneller und zum Teil mit besserem Erfolg 
vergiren, als erst nach voraufgegangener Angairung mit Sulfit versehene 
Gemische. Das trifft fiir sehr gartiichtige Oberhefen, aber nicht allgemein 
zu. Bei unseren bis ins Jahr 1914 Zuriickreichenden Untersuchungen 
haben wir die normale Angérung fast durchweg gewahlt, weil die waihrend 
der Kriegszeit geziichteten Hefen 6fter infiziert waren, woriiber wir 
(diese Zeitschr. 89, 381, 382, 387; 92, 254 und an anderen Orten) 
nahere Angaben gemacht haben. Das Hochkommen fremder Mikroben 
wird durch die alkalische Reaktion begiimstigt (vgl. eine allen Bearbeitern 
der Sulfitgiérung bekannte ominése schiefergraue Fiarbung der Ansitze, 
die wohl von der Ausfallung geringer Mengen Schwefeleisen herriihrt) ; 
die Infektion wird durch Einleitung einer Angiérung erschwert. Da infolge 
letzterer ein Teil des Zuckers dem gewéhnlichen Verbrauch anheimfallt, 
konnte dieses Vorgehen die Ausbeuten an Glycerin und Aldehyd nur herab- 
driicken, aber nicht erhédhen. Dem physiologischen Zustande der Hefe 
miBt auch Verfasser eine groBe Bedeutung bei. Wenn er andererseits 
behauptet, daB Schwachung der Hefe auf das Ergebnis der Aldehyd- und 
Glycerinbildung keinen EinfluB auszuiiben verméchte, so braucht man dem 
nur unsere experimentellen Feststellungen entgegenzuhalten: Bei Beein- 
trachtigung der Hefe lauft die zweite Vergarungsform, wenn auch ver- 
langsamt, gut ab, sogar mit den besten Ausbeuten, wenn die Schwachung 
durch erhéhte Sulfitkonzentration verursacht ist. 

Fiir die technische Seite des Problems erscheinen Polaks Vorschlage 
sehr beachtlich, aber fiir die theoretische Entwicklung der zweiten Ver- 
garungsform war es nétig, jegliche sekundéren Einfliisse auszuschalten, 
die durch Zugabe von reichlich Ammoniumsulfat plus Kreide und damit 
erméglichte Hefenvermehrung verursacht werden. — 


1 Siehe hierzu die bekannten Patente von A. Wohl und S. Scherdel 
vom Jahre 1919 u. ff. 
2? D.N. Prjanischnikow, Diingerlehre, 8.137. Berlin 1923. 
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Die Versuche, bei deren Kontrolle ich mich der dankenswerten Hilfe de. 
Herrn Dr. H. Collatz erfreut habe, kénnen kurz und schematisch angegeben 
werden, da sie ganz nach der bewahrt gefundenen alten Methodik von 
Neuberg und Reinfurth ausgefiithrt worden sind. 

a) Die Gewinnung von reinem kristallisiertem glucose-schwefligsaure) 
Natrium gelingt leicht, sofern die erwahnte Vorschrift von Kerp (I. ce. 
peinlich innegehalten wird. Ein wirklich reines Salz, das auch den richtigen 
Schwefelgehalt aufwies, wurde nur erhalten, wenn man wegen der geringen 
Additionsfahigkeit der Glucose fiir schwefligsaures Salz tatsachlich dir 
Sattigung mit SO, in Gegenwart von NaHSO, 5 Wochen lang fortsetzt« 
Erleichtert wird die Kristallisation, wenn man die letzte Waschung des 
zunéchst sirupés ausgeschiedenen Kérpers mit Methanol statt mit Athy!- 
alkohol vornimmt; ersterer lést offenbar noch vorhandenen freien Zucke1 
heraus, worauf die Komplex-verbindung tiber Nacht zu einem harten, 
vollig einheitlichen Kristallkuchen erstarrt. 

Wenn die Substanz in salzsaurer Lésung auch nur eine spurenhafte 
H,S0O,-Reaktion gibt, ist das Material zu verwerfen. 

In der mit dieser kleinen Modifikation gewonnenen Verbindung wurde 
S = 11,33% gefunden, wahrend fiir C,H,,O,.SO,NaH 11,27% S be- 
rechnet wird. 

b) Unvergdrbarkeit von Glucose-sulfit. m oder m/2 oder m/10 oder 
m 50 oder m/100 Lésungen des glucose-schwefligsauren Natriums giaren 
weder mit Ober- noch mit Unterhefe, wie gro8 man auch deren Menge 
bemiBt. Die Pufferungs-kapazitét des Hefenquantums reicht offenbar 
niemals zur Unschaédlichmachung des abdissoziierten Natriumbisulfits aus. 

c) Vergdrbarkeit des mit Basen in der Kdilte versetzten Glucose-sulfits. 

Gibt man zu den unter b) erwahnten Lésungen von Glucose-sulfit ein 
Neutralisationsmittel, z. B. die aquivalente Menge Natronlauge oder iiber- 
schissiges, frisch gefilltes Calciumcarbonat, so tritt glatt Garung unter 
massenhafter Bildung von Acetaldehyd ein. 

d) Vergleichende Versuche iiber die Vergdrung von Zucker plus Dinatrium- 
sulfit einerseits und von Glucose-sulfit plus Zucker und Natriumbicarbonat 
bzw. von Glucose-sulfit plus Athylalkohol und Natriumbicarbonat andererseits. 

1. 85,5 g Rohrzucker (= 90g Hexose), 

42,0g Na,SO, (wasserfrei), 
0,0lg KCI, 0,01 g MgCl,, 
0,90 g (NH,),.S0,, 

20,0 g Oberhefe. 

Mit Wasser ad 1200 ccm. 

Temperatur 32°, Versuchsdauer 5 Tage. Aller Zucker verbraucht. 

Gefunden insgesamt! 9,91 g Acetaldehyd. 

[In einem &hnlich zusammengestellten Ansatz hatten Newberg und 
Reinfurth (diese Zeitschr. 89, 405) 10,39g Acetaldehyd ermittelt.} 

2. 94,7 g glucose-schwefligsaures Natrium (= 60g Hexose), 

30,0 g Glucose, 
28,5 ¢g NaHCQ,. 

Salze, Hefe, Volumen, Temperatur und Zeitdauer wie bei 1. Alle 
reduzierende Substanz verschwunden. In den zusammengehérigen Ver- 
suchen 1 und 2 sowie 3 und 4 waren Basen- und Sauren-aquivalente 
verschieden verteilt, aber absolut gleich. 


1 Hier wie im folgenden stets als Mittel zweier Bestimmungen. 
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Gefunden: 9,64g Acetaldehyd, also rund zwei Drittel der nach des 
Autors Theorie zu erwartenden Menge von 14,7 g. 
8. 85,5 g¢ Rohrzucker (= 90g Hexose), 
63,0 g Na,SO, (wasserfrei). 
Salze, Hefe usw. wie unter 1. Aufarbeitung nach 8 Tagen. Aller Zucker 


umgesetzt. 

Gefunden: 12,56g Acetaldehyd. (Neuberg und Reinfurth hatten, 
diese Zeitschr. 89, 409, — unter angenadhert vergleichbaren Bedin- 
gungen — 13,32% Aldehyd festgestellt.) 


4. 142,0g glucose-schwefligsaures Natrium (= 90g Hexose), 
23,0 g Athylalkohol, 
42,6¢g NaHCO,: 
im tibrigen wie bei 3. 
Gefunden: 12,06 g Acetaldehyd statt der von Polak verlangten 22,00 g, 
also nicht ganz 55%, seiner Theorie. 
Der Glucose-schwefligséure-komplex verhalt sich also wie sein Zucker- 
anteil, niemals liefert die Zucker-sulfit-verbindung mehr Acetaldehyd 
als die ihr 4aquivalente Menge von freier Hexose und freiem Sulfit. 


Zusammenfassung. 

1. Glucose-schwefligsaures Natrium ist in allen Konzentrationen 
unvergarbar, so viel obergirige oder untergirige Hefe man auch an- 
wenden mag. . 

2. Glucose-schwefligsaures Natrium verhindert die Vergarung zu- 
gefiigter Zymohexosen. 

3. Setzt man zu dem Salz in der Kalte Basen, so ist der Effekt so, 
als ob freier Zucker gebildet und das abdissoziierte toxische Bisulfit 
in ungiftiges neutrales Suifit iibergefiihrt ware. Nach Zerfall in diese 
Komponenten erfolgt dann Vergirung in typischer Weise. 

4. Behandelt man reines Natrium-glucose-sulfit (2 Mol) in Gegen- 
wart von 1 Mol Zucker und 2 Mol Natriumbicarbonat mit Hefe, so 
wird das eingefiihrte hexose-schwefligsaure Salz keineswegs glatt nach 
der zweiten Vergirungsform zerlegt, sondern saimtliche irgendwie vor- 
handene SO, verteilt sich auf allen urspriinglich gebundenen sowie 
freien Zucker. Es entsteht nicht mehr Acetaldehyd als aus 3 Mol 
freiem Zucker und 2 Mol einfachem Dinatriumsulfit unter sonst 
gleichen mol. Konzentrationen. 

5. Wenn man 1 Mol Natrium-glucose-sulfit unter Beigabe von je 
1 Mol Athylalkohol und Natriumbicarbonat zur Vergirung anstellt, 
so verhalt sich das Gemenge so, als ob die aquivalenten Mengen 
freien Zuckers nebst freiem Dinatriumsulfit bei entsprechender Kon- 
zentration vergoren werden. 

6. Im Falle 4 findet man 33°,, im Falle 5 sogar 45°, Aldehyd 
weniger, als die Annahme einer direkten Umsetzung von Hexose-sulfit 
nach der Gleichung der zweiten Vergirungsform erfordern wiirde. 
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7. Eine gekoppelte Reaktion, bei der nur der Eintritt von zwei Mo! 
Zucker in die EinfluBsphare des Sulfits, aber die normale Vergarung 
eines dritten Mol Zuckers vermutet wird, ist experimentell nicl 
nachweisbar. 

8. Uberschiissiges Sulfit wirkt dem Zerfall des im Giargut an- 
wesenden Aldehyd-sulfits auf das deutlichste entgegen. Entfernt 
man das schiitzende tiberschiissige schwefligsaure Salz, so beginnt 
sofort die Dissoziation: Die vorher indifferente Fliissigkeit riecht 
sogleich nach Aldehyd und gibt diesen nunmehr an einen Stickstoff- 
strom schon in der Kalte ab. 

9. Bei der Vergirung von gewéhnlichem Zucker in Anwesenheit 
von Di-natrium-sulfit gehen die Ertrage an Acetaldehyd wie Glycerin 
erheblich tiber die Ausbeuten heraus, die nach einer Theorie der ge- 
koppelten Reaktion (vgl. 7) denkbar waren. Sie kénnen nicht aus 
Hefenbestandteilen hergeleitet werden; diese kénnten namlich selbst 
unter Bedingungen, die niemals realisiert werden, ad maximum 1,8 ° 
der tatsichlich isolierten Menge Acetaldehyd und nur 1°/5, des 
erhaltenen Glycerins liefern. 

10. Fiir die Tatsache, daB eine Erhéhung des Sulfit-quantums um 
100°, nur eine Steigerung des Aldehydgehalts um 16°, bewirkt, ist 
von Belang, daB wegen Giftigkeit des schwefligsauren Salzes die 
Lésung verdiinnter und die Konzentration in der Fliissigkeit praktisch 
gleich gewahlt ist. 

11. Eine durch Abgabe von freier Natronlauge sich verratende 
Reaktion des Di-natriumsulfits findet in nennenswertem Umfange erst 
bei den Zuckerabbauprodukten Methylglyoxal, Pyruvinat sowie Acet- 
aldehyd statt. 

12. Die Fixierung von Acetaldehyd ist als eine wahre Abfangung 
dieses Durchgangs-produktes anzusehen, nicht als die Folge des Zerfalls 
einer zuvor gebildeten stabilen Zuckersulfit-verbindung. Zahlreiche 
Stoffe, wie Oxysiuren, Alkohole, Glykole, hydrierte Phenole, liefern 
bei verschiedenen Vergarungen in Gegenwart von sekundirem schweflig- 
saurem Salz Acetaldehyd, ohne daB sich dieses vorher an die Ausgangs- 
materialien anzulagern vermdéchte. 

13. Die Abfangung von Acetaldehyd mittels mehrerer Reagenzien, 
die mit Zucker gar keine Bindung eingehen, ferner die Vorginge bei 
der dritten Vergarungsform, durch welche Dismutation intermediar er- 
zeugten Acetaldehyds erfolgt, sprechen ebenfalls gegen die Theorie 
der primaren Einbeziehung der Hexosen in das Bereich der Abfang- 
mittel. 

14. Eine Hinzufiigung von Sulfit stért nicht die Entstehung von 
Hexose-phosphorsaureester; daB trotzdem der Schwefligsiure-komplex 
des Zuckers gebildet wird, ist nicht erkennbar. 
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15. Behandelt man Zucker mit Ostscher Lésung, so darf man 
das ausgeschiedene Kupferoxydul dann nicht nach Bertrand er- 
mitteln. Die Methode dieses Forschers hat namlich die Benutzung einer 
bestimmt zusammengesetzten Fehlingschen Mischung zur Vorbedingung ; 


} Ostsche Lésung liefert aber 1,5- bis 2mal mehr Kupferoxydul. 


16. Wenn man in Sulfit-maischen den Gehalt an Ammoniumsulfat 
iiber das urspriinglich empfohlene Quantum erhéht, so reicht ihre 
Pufferungs-kapazitaét deshalb nicht aus, weil Ammoniumverbindungen 
starker Séuren zu den ,,physiologisch sauren Salzen** gehéren. Aus 
ihnen machen lebende Zellen, die das Ammoniak verbrauchen, Mineral- 
siure frei. 

17. Fiir die Erzielung der zweiten Vergirungsart in nicht ent- 
stellter Form empfiehlt sich eine Angarung, wenn keine reinen Hefen 
zur Verfiigung sind und die Gefahr einer Infektion vorliegt.  . 

18. Zur Erreichung des selben Zweckes ist von der Anwendung 
gréBerer Mengen Nahrsalze und Calciumcarbonat abzusehen, da sie 
Hefenvermehrung erméglichen und damit sekundire Vorgiinge be- 


dingen kénnen. 
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